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_ (From the Department of Bacteriology, University of California, Davis, California) 


The blue pigment of Corynebacterium insidiosum 


By 
MORTIMER P. STARR 


With 7 Figures in the text 
(Hingegangen am 25. April 1958) 


The alfalfa wilt bacterium, Corynebacterium insidiosum (McCulloch) 
Jensen, is characterized by the formation of a blue insoluble extracellular 
pigment which occurs as particles in the yellow cell mass (Fig.1). Very 
little has been written about this blue substance. Its extracellular nature 
and insolubility in the usual laboratory reagents were noted in the origi- 
nal description of this organism (JONES and McCuniocu 1926). These 
workers and JENSEN (1934) mentioned 
certain cultural conditions which affected 
the pigmentation of C. imsidiosum. The 
writer (STARR 1955) has made a prelimi- 
nary report on the nature of the pigment. 

The present communication records 
some factors which influence the for- 
mation of this blue pigment, describes " ; 

3 A - Fig. 1. Phase-contrast photomicrograph 
a procedure suitable for its production of extracellular pigment particles and 
on a scale large enough to allow the gtr tebe hen 
detailed chemical study which will be re- 
ported separately, and outlines the pigment’s properties to a degree 
which enables comparison with other natural coloring matters. 


Factors affecting pigment production 


In order conveniently to study the nature and function of the blue 
pigment, it was necessary first to develop methods for large-scale culti- 
vation of C. insidiosum under conditions wherein pigment production 
would be maximal. A number of factors was found to affect the forma- 

tion of the pigment; each of these which is relevant to practical mass 
~ cultivation will now be considered. 

Strain variation. There was noted early in this investigation a 
striking variation in the ability of different strains of C. insidiosum to 
form the blue pigment. On yeast-glucose-CaCO, (“YDC"’) agar, a com- 
mon type isolated from infected plants produces a yellowish growth in 
which the blue overcast after some time practically covers the yellow 
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cells to give a deep blue-black appearance; in other strains, only a 
sprinkling of grey spots ever appears. By plating the bluest of the cul- 
tures, choosing the most deeply pigmented portions of colonies, replating 
and selecting several times, cultures were secured which invariably pro- 
duced a practically black growth (Fig.2). Such cultures are in the 
“smooth” phase, as contrasted with the usually ‘“‘mucoid’’ condition of 
the strains as isolated from infected alfalfa. Conversely, strains which 
form no detectable blue 
pigment were selected by 
A B plating the least blue cul- 
C tures and picking the 
yellow colonies which had 
ae no blue pigment (Fig. 2). 
bows These black and yellow 
cultures are stable! and 
have not reverted after 
cultivation for several years 
oon on YDC agar. Beneath the 
ws : : dark pigment, the cell mass 
B : is usually yellow in color; 
D t occasionally it is orange, 
Ff and a strain has been iso- 
Fig. 2. Colonies of six different strains of C. insidiosum lated with pink-red cells. 
on YDC agar showing variation in pigmentation. Anaerobie conditi- 
A Common ‘wild type’? which forms a yellow mucoid ‘ hae 
growth covered by a grey cast with patches of dark blue ons. C. insidiosum gtows 
pigment; #B An orange strain which produces no blue very poorly under an- 
pigment; C A dark black strain with orange edges; : mh 
Dand £ Jet black strains; # A yellow strain which forms aerobic conditions ; at no 
sch npg leap time has any of this seanty 
growth been the least blue 
in color. In fact, if aerobically-grown blue cultures or cell suspen- 
sions are placed under anaerobic conditions the blue color disappears 
in a rather short time. This reduction was forcibly called to the 


‘ Incidentally, this strain variation in pigmentation illustrates neatly the futility 
of creating a bacterial taxon primarily upon the ability to form a particular 
coloration or pigment. A relevant case is the proposal of SavuLEscu (1947) that 
the genus Burkholderiella be established for those corynebacteria which are 
distinguished “par la formation d’un pigment ayant en culture l’aspect de granules 
de couleur bleu-foncée.’’ This probably invalid genus has as its sole member the 
organism which is under discussion here; the mutability of blue pigment formation, 
which is described above, is a vivid testimonial to the inappropriateness of color 
or pigmentation alone as a primary determinative character of “ Burkholderiella 
insidiosa.”” Furthermore, as is noted below in the last section of the present con- 
tribution, this particular blue pigment is formed by widely differing bacteria. 
One hopes that the pioneer bacterial phytopathologist, Professor WaLTER H. BurK- 
HOLDER, can be commemorated in a more fitting manner! 
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writer’s attention in the following way. A large quantity of cells and 
pigment, in a thick paste, which had been harvested by washing the 
pigmented growth from several hundred petri dishes, was stored in a 
tightly stoppered jar for transportation to another laboratory. At the 
end of the trip, some ten hours later, practically every trace of the blue 
pigment had disappeared from the suspension, which had become orange 
in color. Vigorous aeration restored the blue color. This oft-repeated 
observation suggests that cells of C. insidiosum can reduce the blue 


Fig. 3. Blue “‘prints” in agar. After growth of C. insidioswm on YDC agar, the cells were removed 
from one half of the streak to reveal the blue pigment which had accumulated in the agar beneath 
the growth. Photo: D. A. KUHN 


pigment; however, the means by which the insoluble particulate extra- 
cellular blue material is connected with the usually intracellular oxida- 
tion-reduction enzymes remains a puzzle. 

It might be noted that a cell-free system has been prepared from 
CG. insidiosum and other bacteria which rapidly reduces the blue pigment 
to yield a yellow substance (STaRrr, Kuan and Zasic, unpublished). This 
may be the place to record the fact that some blue pigment does accumu- 
late in the agar beneath colonies(Fig. 3) ; while it can be assumed that con- 
ditions at this locus are somewhat anaerobic, apparently the oxygen 
tension is such that enough pigment forms to yield the blue “print” in 
the agar. 

Composition of the medium. The composition of the culture 
medium has a profound, but not exactly understood, effect upon forma- 
tion of the blue pigment. The simplest liquid medium which supports 
continued, albeit only fair, growth contains amino acids, at least three 
vitamins, glucose and inorganic salts (Starr 1949); neither in this 
medium, nor on the corresponding agar medium, is there formed any 
blue pigment. A systematic search for media of known composition 
which permit good growth and pigment formation has yielded promising, 
though not yet conclusive, results (STARR and BERGER, unpublished). 
For large-scale production of the pigment, then, it is necessary to rely 
upon complex media which are known empirically to allow pigment for- 
mation. One of these is yeast-glucose-CaCO; agar (“YDC’’); another is 


potato-extract-glucose-peptone agar (“PDP”). Omission of the glucose 
22+ 
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from YDC results in scanty colorless growth of C. insidiosum; substitu- 
tion of other sugars for the glucose has a variable effect upon pigmen- 
tation. Potato ash can not substitute for the potato extract in PDP 
in promoting pigment formation. The px of the culture medium affects 
pigmentation. Growth and blue pigment production are heaviest around 
pu 7. On more acidic media, growth and pigmentation are both reduced; 
at px 5.4 most strains grow only meagerly with a pale grey color. Around 


Fig. 4. Effect of ‘crowding’ on pigmentation of C. insidiosum. Left: Jet black growth on five parallel 
streaks. Right: Grey or yellow growth when streaked all over the surface of YDC agar 


pu 8, growth is still quite heavy, however, the color is usually not blue 
but rather is yellow to bright orange on such alkaline media. 
“Crowding” and aeration. When a YDC or PDP plate is seeded 
with C. insidiosum, either by streaking or pouring, in a manner such that 
many colonies are crowded together on the agar plate, very little blue 
pigment is seen. The placement of about 6 to 8 narrow parallel streaks 
on a standard 100 mm petri dish yields the darkest growth (Fig.4). It is 
not known whether this is related to the behavior in liquid media 
wherein the blue pigment appears, disappears or reappears in accordance 
with the rate at which air is forced through the culture. The precise 
degree of aeration required for maximal accumulation of pigment was 
difficult to maintain, either by agitation of flask cultures or by bubbling 
air through a gas disperser. A further disadvantage of liquid cultures for 
mass production of pigment stems from the relatively small particles of 
pigment thus produced, which are not readily separated by centrifugation. 
Temperature. Most strains of C. insidiosum freshly isolated from 
nature grow rather poorly at temperatures much above 25°C; by selee- 
tion, a few cultures have been obtained which will grow fairly well at 
30°C. In all cases, however, the production of the blue pigment halts a 
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little below the maximum growth temperature (Fig.5). The poorly 
pigmented growth which is formed upon incubation near the maximum 
growth temperature will darken considerably if the cultures are then 
placed in a cooler location for a day. 

Age. In general, the formation of the pigment lags behind growth. On 
agar media, the bacterial mass is at first yellow or greyish; after growth 
is substantially complete, the surface of the colony darkens to the typical 


Fig. 5. Effect of temperature on pigmentation of C. insidiosum. 18° C.; jet black. 20° C.; jet black 
24° C.; black with grey and yellow-grey edges. 28° G.; growth fair, orange with some grey and scanty 
black pigmentation 


dark blue or black. In liquid media, only after an appreciable turbidity 
has developed does the blue pigment form at the air-liquid interface. 
Other microbes. Many times, contaminating colonies have been ob- 
served to exert an inhibiting effect upon the growth of adjacent colonies 
of C. insidiosum:; less frequently, formation of the blue pigment is also 
retarded. Figure 6 shows this effect—the colonies closest to the cross- 
streaked Bacillus sp. have distinctly less blue pigment than those further 
away. By means of enrichment culture techniques, it has been possible 
to obtain crude cultures which attack the blue pigment. On the other 
hand, occasionally colonies of contaminating mold fungi are seen which 
enhance the formation of blue pigment in adjacent portions of the 


C. insidiosum growth. 


Preparation of the blue pigment in bulk 
A heavy suspension of C. insidiosum strain Cl 13.A (a dark black 
smooth culture) in sterile water was streaked over the dried surface of 
YDOC or PDP plates using a sterilized camels-hair brush and placing not 


330 M. P. Srarr: 


more than 5 to 8 streaks on each plate. These were incubated at 20-22°C 
for about 7-10 days, at which time the maximum jet-black coloration 
had usually developed. The cells were scraped from the medium taking 
care not to dislodge agar, suspended in water, and centrifuged at low 
speed for a few minutes. As can be seen from Fig.1, there is an appre- 
ciable difference in size between pigment particles and cells; hence it is 
possible, by low speed centrifugation, to sediment most of the pigment 


Fig. 6. Effect of a growth-inhibiting Bacillus sp. on the pigmentation of C. insidiosum. Plates of 
YDC agar were inoculated with C. insidiosum (CI 13. A); 24 hours later, one of the plates was cross- 
streaked with the Bacillus sp. Photographed after 16 days at 22°C. Note the inhibition of blue 
pigment formation in the CI 13A colonies adjacent to the Bacillus sp; those colonies showed orange 
growth slightly covered by grey, whereas the unaffected colonies were jet black. 
Photo: L. C. ERICKSON 


and not much of the bacterial material. The yellow bacterial layer was 
decanted and replaced with water, the impure pigment resuspended, and 
again centrifuged at low speed. By several repetitions of this procedure, 
the pigment was separated practically completely from the bacterial cells. 
The yield of dried pigment is about 150 to 250 mg per 100 petri plates. 


Properties of the pigment 

Solubility. One of the most striking properties of the blue pigment 
is its insolubility in the usual organic laboratory reagents. It is, of course, 
not soluble in water, nor does it dissolve in boiling ethanol, diethyl ether, 
acetone, benzene, petroleum, carbon disulfide, chloroform, carbon tetra- 
chloride, and others. It does dissolve in hot, but not in cold ethylene 
glycol. It is soluble in pyridine, picoline, quinoline, dimethylsulfoxide, 
and dimethylformamide, and to some degree also in diethylformamide 
and the acetamide series, to give bright blue stable solutions. It dissolves, 
probably with decomposition, in cold 0.4% to 20° aqueous KOH to 
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yield a transient violet to burgundy to deep orange color which slowly 
bleaches to a pale yellow. It dissolves in cold concentrated H,SO, to give 
a bright orange solution. It dissolves in cold 1, 2, or 6N HCl to make a 
pale blue solution which turns orange upon heating and then fades almost 
completely on standing. Actually the solubility even in pyridine is rather 
low; a solution saturated 
at room temperature con- 7 a 
tains about 15 mg of pig- 
ment per 100ml of solvent. 
Absorption spectra. 


Pyridine 


In pyridine, the blue pig- A J 
ment possesses a_ single g 399 : \ blue a 
absorption maximum at } eee 

605-606 my; the absorption ; | 


curve shows no fine struc- 
ture in the “visible” range 
(Fig.7). The absorption 
curves are similar with the 
other solvents; maxima 
are observed at 605 my in 
dimethylformamide — and 
at 617 mu in dimethyl- 
sulfoxide. A colloidal sus- 2700 
pension of the blue pigment 
in water, prepared by treat- 
ment in the Raytheon 
10 KC sonic oscillator, 
shows a single maximum 


Acety/ 
derivative 
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at 617 mu. g 320 400 480 5060 640 720 My 
iD il ement al ana | y Sis. Fig. 7. Spectral absorption curves, in pyridine, of the 
c blue pigment of C. insidioswm and of the acetyl derivative. 
The filtrate from a sodium Beckman Model DU spectrophotometer 


fusion is negative for sulfur 
and halogen, but strongly positive for nitrogen. Several individual 
preparations of the blue pigment were subjected to carbon, hydrogen 
and nitrogen determinations. A typical analysis of purified—but not 
pure—pigment yielded C 47.74%, H 3.82%, and N 17.95%; no ash was 
present after combustion. Because of uncertainty about purity, it is 
pointless to calculate an empirical formula from these data. 
Preparation of derivatives. An acetyl derivative was prepared in 
the following manner : 98.9 mg of the blue pigment, 54.5 mg of anhydrous 
sodium acetate and about 2 ml of acetyl chloride were refluxed on a 
boiling waterbath for 24 hours. The deep burgundy solution and red 
crystalline material were transferred to 15 ml of ice-water; the crystals 
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were removed by filtration and washed with water, yielding approxi- 
mately 30 mg of deep red needles and rosettes of needles. Repetitions 
gave yields ranging between 60-73%, of the starting material. After 
recrystallization from nitrobenzene, analysis: C 49.63, 50.22%; H 3.98; 
3.59%; N 16.05%; acetyl 16.9%; ash <1, 0°. The absorption maximum 
of the acetylated material is at 516 my in pyridine (Fig.7). The red 
crystals are substantially more soluble in many solvents compared to the 
blue pigment; they decompose (as does the blue pigment) above 300°C 
without melting. Acetylation could be effected also by the method of 
ELAzARrI-VoLcANt (1939) which involves treating a saturated pyridine 
solution of the pigment with acetic anhydride at room temperature for a 
day or two, adding ice-water, extracting the red product with chloroform 
and recrystallizing from nitrobenzene. This last method suffers because 
of the relatively low solubility of the blue pigment in pyridine. 

A benzoyl derivative could be prepared by reacting 10 mg of blue 
pigment, 2 ml of dry pyridine and 0.5 ml of freshly distilled benzoyl- 
chloride in the cold for an hour or two. A chloroform soluble deep-red 
to violet product resulted which could be crystallized as purple-red 
needles upon addition of petroleum ether. 


Identification of the blue pigment as indigoidine 


Careful search of the literature on blue microbes (facilitated by the 
monograph of GopDFRIN 1934) revealed a description of a remarkably 
similar pigment in a different bacterium; namely the formation of indi- 
goidine by Pseudomonas indigofera. This pigment of unknown compo- 
sition is described by ELAzart-VOLCANI (1939), as is the microorganism 
which produces it. An authentic culture of P. indigofera was acquired 
from Dr. B, ELAzart-VoLcant and direct comparison of the pigments 
was thus enabled. The Corynebacterium and Pseudomonas pigments are 
identical by the following criteria: factors affecting production by the 
microbe, solubility, absorption spectrum, formation and properties of 
derivatives. 


Production of indigoidine by other bacteria 


The production of indigoidine was reported by ELazart-VoLcant (1939) 
in Pseudomonas indigofera and in a non-motile variety which he named 
P. indigofera var. immobilis. Dr. NoRMAN WALKER has isolated other 
indigoidine-producing strains of P. indigofera from soil collected in 
Milan and Delft (Waker, unpublished). The present contribution 
establishes the ability of Corynebacterium insidiosum to produce indigoi- 
dine. Kun and Sarr (1956) have presented a preliminary report on the 
production of indigoidine by an unnamed new species of Arthrobacter. 
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. Many strains of Erwinia chrysanthemi produce the same pigment (STARR, 

SAPERSTEIN and SurtTon, unpublished). The blue pigment of Psewdomo- 
nas lemonnieri, as described by Huco and TuRNER (1957), shows some 
points of resemblance to indigoidine; in the absence of direct comparison, 
no further comment on a possible similarity can be made. Based upon the 
excellent work of the British group (cf. BALLANTINE et al. 1958) on the 
well-known purple Chromobacterium pigment, violacein, it is clear that 
indigoidine and violacein are not identical. 


Summary 


The alfalfa wilt bacterium, Corynebacterium insidiosum, produces a 
water-insoluble blue substance which accumulates extracellularly. A 
number of factors (among them strain variation, temperature, pu, 
nutrition, crowding) have a considerable influence upon pigment pro- 
duction. Proper control of these factors led to a method for large-scale 
cultivation of C. insidiosum under conditions of good pigmentation. 

On the bases of absorption spectrum, solubility characteristics, and 
the properties of crystalline acetyl and benzoyl derivatives, the C. in- 
sidiosum pigment is believed to be identical with indigoidine—a pigment 
of unknown composition previously reported in Pseudomonas indigofera. 
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Kulturanspriiche des Kirschen- und des Pfirsichschort- 

errégérs (Fusicladium cerasi (Rabh.) Sace. = Venturia 

cérasi AD. und Cladosporium carpophilum y. Thiim.*) 
auf kiinstlichén Nahrboden 


Von 
HANS SCHWEIZER 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 12. April 1958) 


Im Rahmen von Untersuchungen iiber die Biologie des Kirschen- und 
des Pfirsichschorferregers (ScHWEIZER 1958) wurde auch die Kultivie- 
rung der Pilze auf kiinstlichen Substraten vorgenommen. Hieriiber lagen 

-pisher nur sehr wenige Untersuchungen vor (ADERHOLD 1900, BENSAUDE 
u. Kerrr 1928, Herest, RupLorF u. Scamipt 1938), so daB hauptsach- 
lich nur die Apfel- und Birnenschorfliteratur zum Vergleich zur Verfiigung 
stand, auf die an entsprechender Stelle jeweils hingewiesen werden soll. 
Weiterhin sollten morphologische Rassen des Kirschen- und des Pfirsich- 
schorferregers in Ergainzung zu den Wirtskreispriifungen auf ihre Nahr- 
stoffanspriiche und. etwaige. ernahrungsphysiologische Unterscheidungs- 
merkmale gepriift werden. 


1. Allgemeine Methodik 


Tsolierung und Herstellung von Einsporkulturen sowie Mikromessungen erfolgten 
nach den bereits beschriebenen Methoden (ScHWEIZER 1958). Herkunftsort der 
Kirschenschorferreger-Stimme war das Gebiet am Nordostrand des Harzes, 
Stamme von anderen Herkiinften waren zu diesen Untersuchungen nicht heran- 
gezogen worden. Die Herkunftsorte der Cladosporium carpophilum-Stémme waren 
Bernkastel-Kues und das Zentraalbureau voor Schimmelkultures in Baarn, Holland. 


9, Nihrbéden 


Von verschiedenen synthetischen und Komplex-Nahrbéden waren 
Malz- und Haferflockenagar fiir meine Untersuchungen am besten ge- 
eignet, auf denen alle Stamme auch noch nach 3 Jahren keinerlei Patho- 


genitatsverluste hatten: 


* Cladosporium carpophilum Vv. Thiim. = Megacladosporium carpophilum 
(Thiim.) V.B. 
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Haferflockenagar. 50g Haferflocken, 15 g Agar, auf 11 Wasser auffiillen; 
pu 6,6—6,8. Die Haferflocken wurden in 11 Wasser gekocht, durch ein Tuch 
gefiltert, das Filtrat auf 11 aufgefiillt, Agar zugegeben und wie itblich weiter- 
verfahren. — Malzagar: 10—100g Malzextrakt (Menge je nach Erfordernis), 
15 ¢ Agar, auf 11 Wasser auffiillen; py 6,6—6,8. ; 

Auf Haferflockenagar bildeten alle Stimme sehr reichlich Conidien, 
was fiir Fusicladium cerasi bereits Herbst, RUDLOFF u. SCHMIDT (1938) 
feststellten. 

Auf dem Malznihrboden waren die Conidienbildung und das Mycel- 
wachstum von der Konzentration des Malzextraktes abhangig: Bei 
schwacher Konzentration war die Conidienbildung am besten, das Mycel- 
wachstum am schlechtesten. Mit steigender Konzentration nahm die 
Conidienbildung ab, das Mycelwachstum aber zu. Der EinfluB auf die” 
Conidienproduktion und das Mycelwachstum standen demnach im umge-_ 
kehrten Verhaltnis. Venturia inaequalis dagegen bildet nach MILLER (1947) — 
auf 10°, igem Malzagar bei einer Temperatur von 18° C reichlich Conidien. - 

Des weiteren wurde noch ein Kirschsaftagar verwendet: 350 cm® Kirschsaft aus 
Schattenmorellen, 650 em* Wasser, 10 g Rohrzucker, 15 g Agar; py 6,6—6,8. 

Auf diesem Nihrboden differenzierten sich die verschiedenen morpho- 
logischen Wuchstypen des Kirschen- und des Pfirsichschorferregers im_ 
Hinblick auf die Struktur des Luftmycels besonders gut. Wenn nicht 
anders angegeben, erfolgte die py-Einstellung mit Natronlauge und Essig-_ 
siure und die py-Messung colorimetrisch mit Bromthymolblau. 


A. Die Verwertung verschiedener Stickstoff- 

und Kohlenstoffquellen mit und ohne Zusatz von Aneurin 

Als Teststiimme benutzte ich je zwei morphologische Typen von Fusi- 
cladium cerasi (B59 und C 40) und von Cladosporium carpophilum (Cl 1 
und Pf 1), die sich auf Nahrbéden morphologisch unterschieden, Alle 
Teststémme hatten die gleiche Vorkultur auf Malzagar gehabt. 

Ks sollte festgestellt werden, welche der zur Verfiigung stehenden Stick- 
stoff- und Kohlenstoffquellen von den Schorfpilzen am besten verwertet 
werden konnten, welchen Bedarf die Stémme an Vitamin B, hatten und — 
ob sie dariiber hinaus irgendwelche ernihrungsphysiologische Unter-— 
schiede zeigten. Die Untersuchungen sollten weiterhin die Grundlage fiir 
einen brauchbaren synthetischen Naihrboden bilden. 

Der Versuch lie& sich am besten durchfiihren und auswerten, wenn 1,5 em3 
Nahrlésung in Reagensréhrchen einpipettiert und diese dann mit wenig Mycel 
angeimpft wurden. Jeder Versuch wurde zweimal wiederholt. Ausgewertet wurden 
je Stamm und Versuchsvariante mindestens 7 Réhrchen. Die Versuchsdauer betrug 
jeweils 5 Wochen. Die Aufbewahrung der Kulturen erfolgte bei Zimmertemperatur. 
Alle Glasgerate wurden vor dem Versuchsansatz in aqua dest. gespiilt. Der Rein- 
heitsgrad der Chemikalien war pro analysi. 

Alle Nahrlésungen wurden mit Natronlauge auf py 6,8 eingestellt. 


Als Kontroll-Nahrlésung diente 5% ige Malzextraktlésung. Der Vitaminzusatz 
betrug 1 mg Aneurin-Hydrochlorid je Liter Nahrlésung. 
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Die Grundnahrlésung fiir den Kohlenstoffquellen-Test war: 


Auf 1 Liter aqua dest.: 1 g K,HPO,; 1g MgSO,-7H,O; 0,5 g CaCO,; 1 cm® 
A-Z-Lésung nach HoaGianp; 10 g L-Asparagin. 
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Tabelle 1. Die Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen durch Fusicladium cerast 
und Cladosporium carpophilum mit und ohne Zusatz von Aneurin' 


Kohlenstoffquelle 


Malzextrakt . 
Arabinose . . 
Athylalkohol . 

- Brenztraubensaure . 
Butylalkohol 
Calciumacetat . 
Dulcit . reid aedt 
Galaktose (+ H,O) . 
Glucose (+ H,O) . 
olyeerin st . 7 
Tnosit (+ 2H,0) 
Inulin . 
Kaliumbitartrat 


> K-Na-tartrat 


(+ 4H,0) 
Kaliumcitrat 
(tertiar) . . 
Kaliumoxalat 
aevuloset .) . e: 
Maltose (+H,O) . . 
PMannit: Safle ik 
Methylalkohol.. . . 
PS Milchsaure’. . . . . 
Milchzucker (+ H,O) 
Natriumcitrat 
Natriumoxalat . 
~ Propylalkohol 
Raffinose (+ 5H,0) . 
Saccharose ae 
Sorbit . 
Starke nach 
ZYLKOWSKI 


so 


- geringes; 2 = maBiges; 


Dieser Losung wur 
angegebenen Substanzen je Liter zugeset 
Formeln der Substanzen errechnen lieb. 


Fusicladium cerasi 
C 40 


Cladosporium carpophilum 


Cl 1 


Pit 


—ymit Vitaminzusatz; 


—=ohne Vitaminzusatz. 


—e 


O—1 
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— outes; 4 = sehr gutes Wachstum. 


se 


Sterilisieren zugegeben. 
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0 = kein; 


porwoodorsc 
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1 = sehr 


den jeweils 20 g Kohlenstoff in Form der in Tab. 1 
zt, was sich aus den chemischen 
Die Alkohole wurden nach dem 


~~ 
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Als Grundnahrlésung fiir den Stickstoffquellen-Test diente : 

Auf 1 Liter aqua dest.: 1g K,HPO,; 1g MgSO,-7H,0; 0,5 g CaCO; 1 cm? 
A-Z-Lisung nach Hoacianp; 30 g Glucose; 10 g Saccharose; 10 g Maltose. 

Jeweils 2,5 g Stickstoff in Form der in Tab. 2 angegebenen Substanzen 
wurden zu 11 Nahrlésung gegeben. Berechnung erfolgte wieder aus den_ 
chemischen Formeln der Verbindungen. Das Ergebnis der Teste geben 
die Tab. 1 u. 2 wieder. 
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Tabelle 2. Die Verwertung verschiedener Stickstoffquellen durch Fusicladium cerasi 
und Cladosporium carpophilum mit und ohne Zusatz von Aneurin* 


Fusicladium cerasi Cladosporium carpophilum 
Stickstoffquelle B59 C 40 Cll LF i 
8 hy [tay iat pom amma 

Malzextrakt .... 4 4 4 4.9 
Ammoniumacetat. . 0 0 0 0 0 0 0—1 0 
Ammoniumchlorid 0 0 o—=1 0 1 O—1 1 oO—1 F 
Ammoniumeitrat . . 0 0 0 0 o—1 0 0—1 | 0—1 
Ammoniumlactat . . 0 0 0 0 1—2 | 1—2 1 1—-2 
Ammoniumoxalat. . 0 0 0 0 0 0 o—1 | 0—1 
Ammoniumnitrat. . ye 2 2 12 i238 2 3 2—3 
Ammoniumphosphat 

prince: yes 0 0 Get 0 1 1-2 1 1 
Ammoniumphosphat 

yo) Ries | Real Pee - ae 1 Sa by fi Sa | 2 1 px¥s: 2 
Ammoniumphosphat 

tortoise ih = 1 2 1 2 1 2 2 
Ammoniumtartrat . O—1 | QO—1 | 0—1 0 2-—3 1 2—3 | 1—2 
Asparagin (L-) . . . | 3—4 | 2—3 | 3—4 | 2-3 4 3 4 2—3 
Cystine aaa: 2 vies 2-31) 01 2 oO—1 
Dicyandiamid . . . | 0—1 | 0-1 | 0—1 0 0 0 o—1 0 
Glutaminsiure.. . 1—2: |:0—1 | 1—2 |:0—1 1 oO—1 2 1—2 
Glykokolli 2. @ . 231) O17 3 4 3 4 2 
Harnstotr yrs. fs 1 O—1 | 0—41 1 0—1 1 1 1-2 
Kaliumnitrat. . . . 1 O—1 | 1-2 | 0—1 3 1 2= 3512022 
Kaliumrhodanid . . tt) o—1 0 O—1 | 0—41 1 Q—1 1 
Leucin. (D-L-)). . . . |/1—2 2 1—2 2 4 3—4 | 3—4 3 
Natriumasparagin . | 1—2 | 0—1 2 1—2 4 4 2 
Natriumnitrat .. . o—1 1 o—1 1 o—1 1 0O—1 1 
Natriumnitrit .. . 0 Q—1 0 o—1 tt) oO—1 0 1 
Thioharnstoff .. . 0 0 0 0 0 0 0 0 
Tyros ke 8. We ee 3 3 3 4 3— 4+ 4 4 
Valini\(p-D-)).. 2 2. 2 pees} 5 3 3—4. 3 3—4 3 

‘+ = mit Vitaminzusatz; — = ohne Vitaminzusatz. 0 = kein; 1 — sehr 


geringes; 2 = maBiges; 3 = gutes; 4 = sehr gutes Wachstum. 


Gute Kohlenstoffquellen fiir alle Pilze waren Glucose, Maltose und 
Saccharose. Von den Alkoholen, die an und fiir sich als Kohlenstoft- 


quellen ungeeignet waren, wurden die niederen Alkohole besser verwertet 
als die héheren. 
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Von den anorganischen Stickstoffverbindungen, die schlechter als 
_organische verwertet wurden, war Ammoniumnitrat am besten. Aspara- 
gin, Glykokoll, Leucin, Tyrosin und Valin waren gute Stickstoffquellen, 
hiervon war Asparagin am besten. 

Von den beiden Fusicladium cerasi-Stiimmen verwertete keiner eine 
Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle merklich besser als der andere. Das 
gleiche war auch bei den Cladosporium carpophilum-Stammen der Fall. 
Die Pfirsichschorferreger-Stimme waren wiichsiger und verwerteten viele 
N- und C- Quellen besser als die Kirschenschorferreger-Stamme. Aneurin 
war wachstumsfoérdernd. 

Lesen u. Kurrr (1948), Pennerrer u. Kerrr (1953) sowie FoTHERGILL 
u. AsHcrort (1955a und b) stellten bei Untersuchungen mit physiolo- 
gischen Rassen des Apfelschorferregers fest, da8& Glucose, Maltose und 
Saccharose auch fiir Venturia inaequalis gute C-Quellen waren. Aneurin 
war fiir Fusicladium dendriticum ein notwendiges Vitamin, ohne das kein 
Wachstum des Pilzes méglich war. Ebenso wie fiir den Pfirsich- und 
Kirschenschorfpilz waren auch fiir Fusicladium dendriticum Ammonium- 
nitrat und Aminosiuren die besten Stickstoffquellen. Bei Venturia inae- 
qualis zeigten allerdings die einzelnen physiologischen Rassen mitunter 
betrichtliche Unterschiede in der Ausnutzungsfahigkeit der einzelnen 
Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen. 


3. Kulturbeschreibungen und Conidienmessungen 


A. Kulturen von Conidiosporen 


Die Fusicladium cerasi-Stimme B59 und C 40 und die Cladosporium carpo- 
philum-Stimme Cl 1 und Pf 1 wurden punktformig auf Platten mit Haferflocken- 
agar und Malzagar (Malzextrakt 3%) aufgeimpft. Alle Staémme hatten Hafer- 
flockenagar als Vorkultur. Die Nahrbéden hatten einen py-Wert von 6,8. Nach der 
Beimpfung wurden die Platten bei Zimmertemperatur in feuchten Kammern auf- 
bewahrt, um ein Austrocknen der Na&hrbéden zu verhindern. Nach 5 Wochen 
erfolgte die Auswertung, fiir die je Stamm und Nahrboden mindestens 4 Kulturen 


 gur Verfiigung standen. a 
In der Angabe der Farben auf den Ubersichten in den Tab. 3 u. 4 richtete 


ich mich nach den Normenfarben der Ostwaldschen Farbtafeln, jedoch gaben 
auch diese nur den angenaherten Farbton wieder. 

Die beiden Fusicladium cerasi-Stamme zeigten markante Unterschiede. 
Unter hunderten von isolierten Stammen fand ich immer nur die beiden 
morphologischen Formen der Typen B 59 und C 40. Sie kamen in einem 
_ sehr ungleichen Verhaltnis vor: B 59 wu etwa 95% und C 40 zu etwa 5%. 
Die Ursache dieser Verteilung blieb unbekannt. Auf Malzagar (5% und 
mehr) zeigten die Stamme noch einen Unterschied, der als physiologisches 
Merkmal bewertet werden kann: Auf der Myceldecke von B59 wurden. 
Tropfen von mucoser Beschaffenheit gebildet, was auf dem Mycel von 


C 40 nicht zu beobachten war. 
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Tabelle 3. Kulturbeschreibungen der Fusicladiwm cerasi-Stémme B59 und C 40 und 
der Cladosporium carpophilum-Stimme Cl1 und Pf 1, auf Haferflockenagar gewachsen 


| C11 PHL B59 C 40 
Durchmesser 18—19 mm 14—16 mm 9—11 mm 9—11 mm 
der Kultur 
Rand der unscharf, unscharf, ra- unscharf, unscharf 
Kultur Hyphen ra- diales Wachs- | Hyphen rich- Hyphen rich- 
dial wachsend | tum der Hy- tungslos tungslos 
phen schwach | wachsend wachsend 
ausgepragt 
Farbe des grau bis grau bis | grau bis grau bis 
Luftmycels schwarzlich, schwirzlich, | schwarzlich, schwarzlich, 


Struktur des 
Luftmycels 
Zentralhécker 


Conidien- 
bildung 


Rand des Sub- 


stratmycels 
Struktur des 

Substrat- 

mycels 


12 XIIn bis 
Vilr 


wollig-flockig 


knopfférmig, 


vom iibrigen 
Mycel deut- 


lich abgesetzt | lich abgesetzt | 


sehr gut 
scharf 


Hyphen wach- 
sen strahlig 
vom Zentral- 
hécker aus 


12 XIIn bis 
Vilr 


wollig-flockig 
knopfférmig, 


vom tibrigen 
Mycel deut- 


| sehr gut 


ziemlich 
scharf 
Hyphen wach- 
sen schwach 
strahlig vom 
Zentralhécker 
aus 


12 XIIn bis 
Villr 


wollig-flockig 


maBig entwik- 
kelt, vom 
ibrigen Mycel 
nicht scharf 
abgesetzt 

| sehr gut 


| diffus 


Hyphen wach- 
sen unregel- 
miBig dicht 


aber mit brau- 
nem Ton, 12 
XIIn—VIIIr 
wollig 


abgerundet, in 
das wbrige My- 
cel allmahlich 
iibergehend 


sehr gut 


diffus 


Hyphen wach- 
sen unregel- 
miaiBig dicht 


Die Kulturen der Cladosporium carpophilum-Stimme zeigten nur in 


der Wachstumsintensitit einen merklichen Unterschied. Gegeniiber den 
Fusicladium cerasi-Stémmen waren sie jedoch durch manches Merkmal 
verschieden. Abb.1 soll das strahlig-radiiire Cladosporium carpophilum- 
Mycel und das unregelmabig-diffuse von Fusicladium cerasi veranschau-_ 
lichen. Die unterschiedlichen Hyphendicken der Fusicladium cerasi-— 
Stéimme auf Malzagar gibt die Abb. 2 wieder, als Vergleich dazu Hyphen 
von Cladosporium carpophilum (Abb. 3). 

Im Vergleich zu Fusicladium cerasi und Cladosporium carpophilum ist 
bei F. dendriticum und F. pirinum auf kiinstlichen Substraten eine be- 
deutend gréBere morphologische Mannigfaltigkeit festgestellt. worden 
(RupLorr 1935a und b, Hurpsr 1937 u. 1938, Scummr 1941). 

Der schon im Freiland auf abgestorbenen Blattern beobachtete Uber- 
gang von normal zweizelligen Conidientrigern zu mehrzelligen bei 
Fusicladium cerasi (SCHWEIZER 1958) lieB sich auch in Reinkultur beob- 
achten (Abb. 4). 
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. Tabelle 4. Kulturbeschreibungen der Fusicladium cerasi-Stimme B59 und C 40 und 
der Cladosporium carpophilum-Stimme Cl1 und Pf 1, auf Malzagar gewachsen 


————— 


C 40 


el a a a aE ————— 


Durchmesser 
der Kultur 

Rand der 
Kultur 


Farbe des 
Luftmycels 


Struktur des 
Luftmycels 

Zentral- 
hécker 


Conidien- 
bildung 
Gemmen- 
bildung 
Hyphen- 


durchmesser 


wie KUTHE 


die Sporenlinge hat, war 


C11 Pit 
20—22 mm 15—17 mm 
Randhyphen Randhyphen 

strahlig-radial strahlig-radial | 
wachsend wachsend 
olivgriin- olivgriin- 
schwarz, schwarz, 
12 XIIn, 12 XIIn, 
12 Vili; 12 VIIIr, 
GB INF Tee, 23 1Vrn, 
247Vrn,11Vrn| 241Vrn,i1Vrn: 
kurzwollig, kurzwollig, 
feinflockig feinflockig 
mittelgroB, vom | gro’, vom 
iibrigen Mycel itbrigen Mycel 
deutlich ab- deutlich ab- 
gesetzt gesetzt 
gut gut 
vorhanden vorhanden 
4—9 uw 49 uw 


B59 
9—11 mm 
Randhyphen 


diffus wach- 
send 
olivgriin, 


24 1Vrn 


sehr kurzwollig 


fast glatt 
sehr gro, 
nimmt die ge- 


samte Kultur 


ein 
gering 


sehr stark 


4—10 wu 


B. Conidienmessungen 
Alle Kulturen und Vorkulturen wuchsen auf Haferflockenagar, px 6,8. 
Das Alter der Kulturen betrug acht Wochen. Auch die Temperatur, die, 


(1935) 


Abb. 1. Cladospori 
(rechts) auf Haferflockenagar. 


um carpophilum-Stamm A 
Kulturen 6 Wochen alt. In der 


9—11 mm 


Randhyphen 
diffus 
wachsend. 

eraubraunlich 


12 VIlIr 


kurz samtig 


abgerundet, 
nimmt fast 
die gesamte 
Kultur ein 

gering 


keine 


3—4 wu 


fir Venturia inaequalis feststellte, eimen KinfluB auf 
fiir alle Kulturen dieselbe gewesen (Zimmer- 


photographiert. VergroBerung 2,6 x 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 80 


Ol 1 (links) und Fusicladium cerasi-Stamm ,,C 40° 
Aufsicht bei durchfallendem Licht 


23 
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temperatur). Die Anzahl der Messungen war jeweils 200. Ihre Berech- 
nung und mathematische Sicherung erfolgte nach SCHILDER u. SCHILDER 
(1951). Ferner wurden Conidien gemessen, die bei Zimmertemperatur von 
den Fusicladium cerasi-Stiimmen auf Schattenmorellenblattern und von 
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Abb. 2. Hyphen der Fusicladium cerasi-Stimme ,,C 40“ (links) und ,,B 59** (rechts), auf Malzagar 
gewachsen. Stamm ,,B 59‘ mit gemmenartigen Zellen. Kulturen 5 Wochen alt. VergréBerung 310 x 


Abb. 3. Hyphen mit eingestreuten Conidien des Cladosporium carpophilum-Stammes ,,Cl 1“, auf 
Malzagar gewachsen, Alter der Kultur 5 Wochen. Vergréferung 310 x 


den Cladosporium carpophilum-Stimmen auf schorfbefallenen Zweigen 
gebildet worden waren. Die Ergebnisse finden sich in den Tab.5 und 6. 
Die Relation (= @) zwischen zwei Mittelwerten berechnete ich nach der Formel 
M,—MNM, 
: V m,” + m," 
Die beiden Mittelwerte waren mathematisch gesichert als verschieden anzusehen, 
wenn der Wert der Relation @> 3 war. 


Kulturanspriiche des Kirschen- und des Pfirsichschorferregers 343 


Neben den bereits beschriebenen morphologischen Verschiedenheiten 
auf kiinstlichen Nahrbéden hatten die Staémme Cl 7, Pf 1, B 59 und C40 
auch unterschiedliche SporenmaBe. Form und Gréke der Pusicladium 
cerasi-Conidien stimmten mit den ausftihrlichen Beschreibungen von 
ADERHOLD (1900) tiberein. 


: = | | 


= 


Abb. 4. Conidientriiger von Fusicladium cerasi (Stamm. C 40), auf Haferflockenagar. VergréBerung 330 x 


Bei den Cladosporium carpophilum-Stémmen war die Spindelform der 
Conidien nicht ganz so ebenmaBig: Die eine Halfte war zum Teil etwas 
dicker als die andere. 

Auf dem natiirlichen Substrat waren die Conidien der einzelnenStamme 
durchweg etwas gréBer als auf Haferflockenagar. 


Tabelle 5. Sporenmessungen der Fusicladium cerasi-Stimme B59 und C 40 und der 
Cladosporium carpophilum-Stimme Cl1 und Pf 1, auf Haferflockenagar (pa= 6,8) 
und bei Zimmertemperatur gewachsen 


(M = Mittelwert der Messungen; m = mittlerer Fehler des Mittelwertes; 
o = Relation zwischen zwei Mittelwerten) 


Conidienlinge in Conidienbreite in 


M m M m 


Cladosporium carpophilum-Stamm 


OME 4 4G <5, Se ae See 23,63 + 0,21 5,33 + 0,05 
Cladosporium carpophilum-Stamm 
Gill SO ae ea are 16,40 + 0,13 4,76 + 0,06 
Fusicladium cerasi-Stamm BSI. . - 17,86 + 0,20 4,75 + 0,06 
Fusicladium cerasi-Stamm C40. . . 15,04 + 0,16 5,02 + 0,05 
HOS 4 id OO ce ae >3 >3 
(ASCE Re ea EC 0) = 3 
EU TC LO Pek es ang Fo 8 8) > 3 
DT ED OO Re tows, oo ees >3 < 3 
GUE Pl, OZONE Mah ors pens >3 > 3 
OBSILCAOL soniye * >3 >3 
whe 
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Tabelle 6. Sporenmessungen der Fusicladium cerasi-Stimme B 59 und CO 40 und der 
Cladosporium carpophilum-Stémme Cl1 und Pf 1, Conidienbildung erfolgte bet 
Zimmertemperatur auf Schattenmorellenblittern bzw. auf Pfirsichtrieben 
(M = Mittelwert der Messungen; m = mittlerer Fehler des Mittelwertes; 

o = Relation zwischen zwei Mittelwerten) 


i 


Conidienliinge in u Conidienbreite in yu 
M m M m 

ee ee 
Cladosporium carpophilum-Stamm 

OBL) 2S ee Oe ener | 25,22 + 0,19 / 5,45 + 0,05 
Cladosporium carpophilum-Stamm 

5s Ae toh IO UA OB Ge ty Goes 18,06 + 0,14 5,00 + 0,06 
Fusicladium cerasi-Stamm Bd59. . . | 19,79 + 0,08 | 5,01 + 0,05 
Fusicladium cerasi-Stamm 040... | 18,2040,18 | 5,06 + 0,07 

OOULIR ly ecg’ Care ee 8) | 255) 

COURSE ig a 0k eo =o = 8 

o Cl1, C 40 >3 S13) 

o Pf 1, B59 >3 <3 

o Pf 1, C 40. > 3 <3 

0 B59, C40 >3 <n 


C. Kulturen von Ascosporen 

Die Isolierung der Ascosporen von Venturia cerasi erfolgte nach der 
angegebenen Methode (ScHwWEIzER 1958). Das Mycel, das sich aus Asco- 
sporen bildete, war andersartig als solches aus Conidien. Selbst nach 
zweijahriger Kultur auf Malz- und Haferflockenagar war nicht die ge- 
ringste Conidienbildung zu beobachten. Dafiir bildeten sich auf Malz- 
agar wenige und auf Haferflockenagar viele Perithecien, in denen sich 
schon nach vier Wochen die Ascosporen in den Asci differenzierten. Wah- 
rend mehrerer Generationen erfolgte auf Haferflockenagar immer nur 
Perithecienbildung. Ascosporen, die auf Haferflockenagar gebildet wur- 
den, hatten das gleiche Aussehen wie solche, die auf natiirlichem Sub- 
strat entstanden waren. Sie stimmten mit den Zeichnungen von ADER- 
HOLD (1900) tiberein, nur beobachtete ich: Die erste Zelle der Ascosporen 
war etwas weniger spitz zulaufend. 

150 Kulturen aus einzelnen Ascosporen bildeten alle Perithecien mit 
Asci und Ascosporen. Freiland-Infektionsversuche an Schattenmorellen- 
baumen und -simlingen (ScHweEIzER 1958) brachten den Beweis, daB 
diese Ascosporen pathogen waren und zu Fusicladium cerasi = Venturia 
cerasi gehérten. Die untersuchten Ascosporen-Stémme des Kirschen- 
schorferregers waren demnach homothallisch. Venturia inaequalis und 
V. pirina sind bekanntlich heterothallisch (Kini1an 1917, Kerrr, Pat- 
MITER u. LANGFORD 1938, Kerrr u. LANGrort 1940, Lanarort u. Kerrr 
1940). Die Frage des Vorkommens von physiologischen Rassen ist zwar 
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bei Fusicladium cerasi noch nicht geklart, doch schon auf Grund der 
~ Homothallie wird dieser Pilz bei weitem nicht so viele Biotypen aufzu- 
weisen haben wie der Apfel- oder Birnenschorfpilz (Kerrru. NusBpaum 1936, 
Kirue 1937, Heresr 1938, Scamipt 1935, 1937, 1938 u. 1939, Stups 1952). 
Dafiir sprechen auch die Ergebnisse der vorhergehenden Arbeit, in der 
alle getesteten Fusicladium cerasi-Staémme in verschiedenen Intektions- 
versuchen gleiche Wirts- und Organspezifitat hatten (SCHWEIZER 1958). 
Tab. 7 und 8 geben die Merkmale der Ascosporen-Kulturen wieder. 
Tabelle 7. Kulturbeschreibungen der Ascosporen-Stimme A I und A II von 


Venturia cerasi, auf Malzagar gewachsen 
(Malzkonzentration 3%, pa = 6,8). Alter der Kulturen 5 Wochen 


Ascosporen-Stamm 


Durchmesser der 
Kultur. ..... | 14—16mm 14—16 mm 
Rand der Kultur . ziemlich scharf, Rand- etwas unscharf, Rand- 
hyphen im Agar nicht hyphen im Agar sehr licht, 
radial wachsend | radial und wellig wach- 
send, deren Rand scharf 
| begrenzt 
Farbe des Luftmycels mausgrau-braunlicher Ton, mausgrau-braunlicher Ton, 
21Vni, rn; 3 1V mi, rn 2 IV ni, rn; 3 1V ni, rn 
Struktur des Luft- 
AMYCelS) ne es mee kurz-glatt kurzwollig-feinflockig 
Zentralhécker . . . . | vorhanden, gefaltelt etwas flacher, eine geringe 
Faltelung wird durch die 
wollig-flockigen Ober- 
flachenhyphen vollig itber- 
deckt 
Conidienbildung . . . | keine keine 
Perithecienbildung . . | sehr gering sehr gering 
Gemmenbildung . . . | schwach ausgepragt keine 
Hyphendurchmesser . 1,4—4,2 wu 0,9—1,9 w 
Struktur des Substrat- 
mycels . .- . = - Mycel zerfallt relativ leicht | Mycel zerfallt durch leichten 
in kurze Stiicke, deutliche Druck nicht in kurze 
Auspragung sclerenchym- Hyphenstiicke, —_scleren- 
artiger Strange im Mycel chymartige Hyphenstrange 
fehlen im Mycel 


Alle isolierten Ascosporenstiémme zeigten die gleichen Kulturformen 
wie A I oder A JJ. Die unterschiedliche Hyphendicke der beiden Formen 
auf Malzagar gibt Abb. 5 wieder. 

Die Merkwiirdigkeit, daB die Mycelien des Kirschenschorferregers aus 
Ascosporen und Conidien in Reinkultur verschiedenartig sind, ist bisher 
noch nicht beschrieben worden. Infektionsversuche bewiesen die Identitat 


beider Mycelformen. 
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ADERHOLD (1900) erzielte aus Ascosporkulturen immer nur Mycelien, 
die denen aus Conidien glichen und auch Conidien und niemals Perithecien 
bildeten. Mpnon (1956) isolierte von Prunus padus ein Fusicladium, das 


Tabelle 8. Kulturbeschreibungen der Ascosporen-Stimme A I und A IT von 
Venturia cerasi, auf Haferflockenagar gewachsen (py = 6,8) 


Alter der Kulturen 5 Wochen 


Ascosporen-Stimme 


AI / All 
Durchmesser der Kul- | 
CUTER ake tees odie otiecaeac gi 12—14 mm | 12—14 mm 
Rand der Kultur. . . | unscharf. . . . . . . . | ziemlich unscharf 
Farbe des Luftmycels. | grau-schwarzlich | grau-schwarzlich 
12 XIIn—VIIIr 12 XIIn—VIIIr 
Struktur des Luft- | 
mycels . . . . . . | kurzwollig bis feinflockig | kurzwollig bis feinflockig 
Zentralhécker ... . schwach ausgebildet, vom | schwach ausgebildet, vom 
iibrigen Mycel nicht | itbrigen Mycel nicht scharf 
scharf abgesetzt | abgegrenzt 
Conidienbildung . . . | keine keine 
Perithecienbildung . . | zahlreich | zahlreich 
Gemmenbildung . . . | keine | keine 
Hyphendurchmesser 124.0 p | 1,2—4,0 
Struktur des Substrat- | Hyphen wachsen unregel- | Hyphen wachsen unregel- 
THY. COlS Meee oes maBig, dicht | maBig, dicht 


er Venturia pruni-cerasi nannte. Aus Conidien des Pilzes erhielt er immer 
wieder Kulturen, die nur Conidien bildeten und nicht zur Anlage von 
Perithecien gebracht werden konnten. Kulturen aus Ascosporen aber bil- 
deten neben Conidien auch Perithecien. Bei seiner Methode zur Tsolierung 


v TRY A A 
Abb. 5. Hyphen der Ascosporen-Stiimme ,,4 I“ (links) und ,,4 IZ‘ (rechts) von Venturia cerasi, 
auf Malzagar gewachsen, Alter der Kulturen 5 Wochen, VergréBerung 400 x 
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_der Ascosporen befestigte er Blattstiickchen mit Perithecien an Stopfen 
von Flaschen mit Malzlésung und lieB die Sporen in die Lésung herab- 
fallen und zu Mycelien auswachsen. 


4. Perithecienbildung auf kiinstlichen Nihrbéden 


Die in der Literatur fiir Venturia inaequalis angegebenen Nahrbéden, 
auf denen Kulturen, aus Conidiosporen stammend, mit Erfolg zur 
Perithecienbildung gebracht worden waren (LANGForD u. Kurrr 1940, 
JAHN 1943), modifizierte ich entsprechend fiir Conidiosporenkulturen von 
Fusicladium cerasi. Folgende Nahrbéden wurden zur Erzielung der 
Perithecienbildung versucht: 

Malznahrbéden: 1, 2, 3, 5 und 10% ig. — Kirschsaftagar: 350 cm? Kirschsaft 
je Liter, mit und ohne Zusatz von Hefeautolysat. — Kirschblattagar: 100 g ab- 
gestorbene SiiBkirsch- bzw. Schattenmorellenblatter in 11 Wasser gekocht, ab- 
fltriert und das Filtrat mit und ohne Zusatz von 0,5% Malzextrakt zu einem Agar- 
nahrboden bereitet. 

Ferner wurden langshalbierte, 5 cm lange Schattenmorellen- und SiSkirschen- 
zweige in Reagensrdhrchen beimpft. 

Um ein Austrocknen der Kulturréhrchen wiahrend der langen Versuchszeit zu 
verhindern, wurde ihnen von Zeit zu Zeit unter sterilen Bedingungen aqua dest. 
zugefiigt. 

Zur Mycelentwicklung wurden die Kulturen erst fiinf Wochen bei 
Zimmertemperatur gehalten. Fiir die Perithecienanlage und -bildung sind 
bei Venturia inaequalis Temperaturen von etwa 12° C giinstig, fiir das 
Stadium der Perithecienreife etwas hdhere (etwa 15—19° C) (WILSON 
1928a, Hoxz 1939, Jann 1943). Deshalb hielt ich die Kulturen vier 
Monate bei 7—12° C, weitere drei Monate bei 14—17°C. Zum Teil 
wurden die Kulturen einem Kalteschock ausgesetzt (—2° bis + 2° C), 
um eine Perithecienbildung zu induzieren (Witson 1928b). 

Selbst 12 Monate nach Versuchsbeginn war keine Perithecienanlage 
oder -bildung zu beobachten. Kulturen von Fusicladium cerasi, aus 
Conidiosporen hervorgegangen, bildeten auf kiinstlichen Nahrbéden bei 
der von mir gewahlten Versuchsanordnung keine Perithecien. 


5. Die Conidienkeimung und das Myeelwachstum 
bei verschiedenen Temperatur- und Px Stufen 


Unter sterilen Bedingungen wurden Conidiosporen der Cladosporium 
carpophilum-Stamme Cl 1 und Pf 1 und der Fusicladium cerasi-Stamme 
B59 und C40 von 8 Wochen alten Haferflockenagar-Kulturen abge- 
streift und in Tropfen von Leitungswasser (Temperaturversuch) oder 
Pufferlésung (px- Versuch) auf Hohlschliff-Objekttrager suspendiert. Die 
Objekttrager legte ich in feuchte Kammern (Petrischalen), um das Aus- 
trocknen der Suspensionstropfen zu verhindern, bei Zimmertemperatur 
(pu-Versuch) oder verschiedenen Temperaturstufen. 
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Alle Glasgerite waren vor Versuchsbeginn in aqua dest., die Objekttrager in 
aqua bidest. gewaschen worden. AnschlieBend erfolgte das Sterilisieren der Glas- 
geriite. Der Prozentsatz der gekeimten Sporen betrug zu Versuchsbeginn bei allen 
Stimmen weniger als 1° und wurde als Ausgangszahl fiir den Versuch gleich null 
gesetzt. Jede Variation je Stamm und Temperatur- baw. pa-Stufe wurde in 
Parallele angesetzt. Die Bonitierung erfolgte nach 24, 48 und 72 Std. 200 Sporen 
wurden von jeder Parallele gepriift, und jeder Versuch wurde wiederholt. 

Ich benutzte Pufferlésungen nach SORENSEN und McItvarne (KORDATZEI 1935) 
fiir folzende py-Stufen (auf ein Zehntel aufgerundet): 2,0; 2,2; 3,0; 3,8; 4,6; 5,0; 
5,6; 5,9; 6,5; 7,0; 7,4; 7,7; 8,0; 8,7; 9,2 und 10,0. 


Tabelle 9. Die Conidienkeimung der Fusicladium cerasi-Stimme B59 und C 40 und der 
Cladosporium car pophilum-Stémme Cl 1 und Pf 1 bei verschiedenen Temperaturstufen 


i - ripfel de % 
Minimum | eee Oneal Maximum 
| | 
Cladosporium carpophi- | | 
lum-Stamm Cl]. . 25" 'C 19—25°C | etwa 23°C | 31—34°C 
Cladosporium carpophi- 
lum-Stamm Pfl. . 25°C 19—25° C etwa 23°C | 31—34°C 
Fusicladium cerasi- 
Stamm! 509.40 en ee OC eee on 20==219C. |" 2630 
Fusicladium cerasi- | 
Stamm C40. ... | 25°C | 17—23°C 20—21° C 26-302 @ 


Fir alle gepriiften Stamme lag das Minimum der Sporenkeimung bei 
einem px- Wert zwischen 3,0 und 3,8; der Optimumbereich erstreckte sich 
von 5,0—7,7; der Gipfel des Optimums lag bei 6,5 und das Maximum 
bei einem pq von etwa 8,7. 


Fiir die Kinstellung der Temperaturstufen standen Kiihlzellen und Thermostaten 
zur Verfiigung. Jeder einmal zur Bonitierung aus einer Temperaturstufe ent- 
nommene Objekttriiger wurde verworfen, was bei der Anlage des Versuches mit 
einkalkuliert werden muBte. Die Temperaturstufen waren folgende: 2,0; 5,0; 
15,0; 17,3; 20,5; 23,0; 25,0; 30,0; 34,0 und 37,0° C. Der Schwankungsbereich 
innerhalb der einzelnen Temperaturstufen betrug + 0,3° C. 


Das Ergebnis des Versuchs gibt Tab. 9 wieder. 


Die Untersuchung des Mycelwachstums (Tab. 10) bei verschiedenen 


Temperatur- und py-Stufen erfolgte auf Malzagarplatten (Malzkonzen- 


tration 10%, 30 cm’ Nahrboden je Petrischale von 90mm Durchmesser), 


die mit kleinen Mycelstiickchen punktférmig angeimpft wurden. 


Die angeimpften Agarplatten bewahrte ich in feuchten Kammern (Petrischalen- 
biichsen) auf, um ein Austrocknen der Naihrbéden zu verhindern. Ein Versuch 
dauerte 5 Wochen und wurde wiederholt. Zwischenbonitierungen erfolgten nach 
10 und 20 Tagen. Ausgewertet wurden je Versuchsvariation mindestens 4 Platten. 
Bei der Bonitierung wurde der Durchmesser des Mycels in Millimeter gemessen. 

Fiir die Temperaturuntersuchungen wurde der Nahrboden auf einen pu- Wert 
von 6,8 eingestellt. Kiihlzellen und Thermostaten standen fiir folgende Temperatur- 
stufen mit einem Schwankungsbereich von + 0,3° C zur Verfiigung: 2,0; 4,5; 6,5; 
15,0; 18,0; 20,0; 21,0; 23,0; 25,0; 30,0; 34,0 und 37,0° C. 
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Die Hinstellung der pg-Stufen erfolgte mit Natronlauge und Essigsiure bzw. 
Salzsaure unter Zusatz von Pufferlésungen nach McItvarne in den unteren und 
nach SORENSEN in den mittleren pq-Bereichen. Die Messung erfolgte mit einem 
pu-Meter nach Scuwaase, der mit Urtitersubstanzen geeicht worden war. Folgende 
pu-Werte wurden eingestellt (auf ein Zehntel aufgerundet): 2,0; 2,2; 2,6; BOS sabe 
3,6; 3,9; 4,4; 4,9; 5,2; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 7,8; 8,1; 8,6; 8,9; 9,5 und 10,0. 

Fiir alle gepriiften Staimme lag das Minimum des Mycelwachstums bei 
einem py-Wert von etwa 3,0, der Optimumbereich erstreckte sich von 
5,5—8,1; der Gipfel des Optimums lag bei etwa 6,5 und das Maximum 
bei einem px von etwa 9,5. 


Tabelle 10. Mycelwachstum der Fusicladium cerasi-Stamme B59 und C 40 und der 
Cladosporium carpophilum-Stémme Cl 1 und Pf 1 bei verschiedenen Temperaturstufen 


Optimum- Gipfel des 
| bereich Optimums 


Cladosporium carpophi- 


| Minimum Maximum 


lum-Stamm Cll. . ea) 19= 25> C etwa 23°C | etwa 30° C 
Cladosporium carpophi- 

lum-Stamm Pfl. . PALO 19952. etwa 23°C | etwa 30° C 
Fusicladium cerasi- | 

Shamim O9 seme 24 oC 17—= 232 C D0== 212. 26302 
Fusicladium cerasi- | 

Stamm C140. 5. « Das © ie 2 =a, 26—30° C 


Nahrbéden mit einem px-Wert im Bereich von 5,5—7,7 waren also 
optimal sowohl fiir die Conidienkeimung als auch das Mycelwachstum 
aller Stamme. 

Das Wachstum des Kirschen- und des Pfirsichschorfpilzes stagnierte 
bei 30° C, das Mycel war aber nicht abgetotet. Wieder in tiefere Tempe- 
raturen gebracht, wuchs es weiter. 

Myecelien von Fusicladium cerasi tiberstanden Temperaturen von 30 
bis 31° C, die 6 Tage lang auf den Pilz einwirkten. Es war dabei gleich- 
giiltig, ob der Kirschenschorferreger auf kiinstlichen Nahrbéden oder auf 
der Wirtspflanze (Schattenmorellensimlinge bzw. abgetrennte Blatter) 
wuchs. 

Cladosporium carpophilum war in bezug auf die Conidienkeimung als 
auch auf das Mycelwachstum etwas wirmeliebender als Fusicladiwm 
cerasi, was auch den 6kologischen Bedingungen beider Pilze entspricht: 
Prunus persica wachst im allgemeinen in einem etwas warmeren Klima 
als P. cerasus oder P. avium. 


6. Der Einflu8 der Temperatur und des Lichtes auf die Conidienbildung 

Haferflocken- und Malzagarréhrchen (Malzkonzentration des Malzagars 3%) 
wurden mit Conidien der Fusicladiwm cerasi-Stamme B59 und C 40 beimpft. Bei 
der Herstellung der Sporensuspensionen Zur Beimpfung der Rohrchen wurde unter 
mikroskopischer Kontrolle darauf geachtet, da keine Mycelteile mit in die 
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Aufschwemmung gelangten. Nach der Beimpfung wurden die Réhrchen sofort in 
einer Dunkelkammer in schwarzes Papier eingewickelt und in Kasten eingelegt. 
Zur Kontrolle, daB die Rohrchen wirklich lichtdicht aufbewahrt waren, legte ich 
2 Rohrchen bei, in die unbelichtetes Fotopapier eingelegt war. Als Vergleich blieben 
beimpfte Haferflocken- und Malzagarréhrchen unverpackt und wurden im Zimmer 
in der Nahe des Fensters oder in einer Brutkammer aufbewahrt. An letzterem 
Orte muBte kimstliche Beleuchtung das Tageslicht ersetzen (ununterbrochene 
Brenndauer einer 75 W-Lampe aus 1,50 m Entfernung). Die Temperaturen fiir alle 
Kulturen waren die gleichen. 


Auf den dem Licht ausgesetzten Réhrchen waren die aus den vereinzelt 
liegenden Conidien ausgekeimten Mycelien nach etwa 10 Tagen mit 
bloBem Auge erkennbar, und friihestens nach 4 weiteren Tagen konnten 
die ersten vollausgebildeten Conidien von den Mycelien abgenommen 
werden. Von diesem Zeitpunkt an entnahm ich laufend jede Woche einige 
Rohrchen aus den Verpackungen, was in der Dunkelkammer geschehen 
mute, und priifte die darauf gewachsenen Mycelien auf Conidienbildung. 
Noch 9 Wochen nach Versuchsbeginn konnte ich von den unbelichteten 
Kulturen keine Conidie abnehmen. Wurden derartige sterile Mycelien 
dem Tageslicht ausgesetzt und nachts zusatzlich mit einer 75 W-Lampe 
aus 1,50 m Entfernung beleuchtet, so waren stets nach 48 Std Belichtung 
Conidien von ihnen abzunehmen. Zur Zeit dieses Versuches waren 
8 Monate vergangen, seitdem die Stémme B59 und C 40 von ihren 
Wirten isoliert und in Kultur genommen worden waren. Wie ein 2 Jahre 
spater durchgefiihrter Versuch bewies, muBte mit der Kulturdauer der 
KinfluB des Lichtes auf die Conidienbildung etwas abnehmen. Zu diesem 
Zeitpunkt waren die Pusicladium cerasi-Stimme B59 und C 40 3 Jahre 
und von den neu hinzugezogenen Cladosporium carpophilum-Stémmen 
Cl 1 wahrscheinlich mehr als 10 Jahre und Pf / erst 1 Jahr in Kultur. 
Die Bonitierung des Versuches war folgendermaBen : 

Von einer Mycelflache von 1 em? wurden die Conidien abgestreift und in einem 
Tropfen Wasser von 0,05 cm® suspendiert. Unter einem Deckglas von 22x22 mm 
wurde bei 80facher VergréBerung die Anzahl der Conidien je Gesichtsfeld aus- 
gezahlt. Je Versuchsvariante wurden 100 Gesichtsfelder von 10 Suspensionstropfen 


gepriift, die von 5 Kulturrdhrchen hergestellt worden waren. Die Wertung wurde 
dann nach der durchschnittlichen Sporenzahl der 100 Gesichtsfelder festgelegt. 


Die Versuchsergebnisse gibt Tab. 11 wieder: 


Der EinfluB des Lichtes auf die Conidienbildung lieB bei den Fusi- 
cladium cerasi-Stimmen, vom Zeitpunkt ihrer Isolierung an gerechnet, 
im Laufe der Jahre nach. Die Stimme hatten wahrend dieser Zeit keine 
Wirtspassage durchgemacht. Aus Tab. 11 ist zu ersehen, daB die Conidien- 
bildung nach 6—8 Wochen auch ohne Belichtung einsetzte. Allgemein 
kann gesagt werden, daB zur Erzielung einer reichlichen Conidienbildung 
fiir eine ausreichende Belichtung der Kulturen zu sorgen ist; ob Kunst- 
oder Tageslicht, ist ohne Bedeutung. 
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Bei dem schon mehrere Jahre in Kultur gehaltenen Cladosporium 
carpophilum-Stamm Cl 1 hatte das Licht keinen Hinflu8 auf die Conidien- 
produktion, dagegen konnte bei dem Stamm Pf J, der erst vor einem 
Jahr vom Wirt isoliert worden war, in den ersten Versuchswochen eine 
geringe Férderung der Conidienbildung durch Belichtung beobachtet 
werden. 


Tabelle 11. Der Einflup des Lichtes auf die Conidienbildung der Fusicladium cerasi- 
Stdémme B59 und C 40 (beide 3 Jahre) und der Cladosporium carpophilum-Stamme 
Cl 1 (mehr als 10 Jahre) und Pf 1 (1 Jahr in Kultur) 


a: Zeitdauer der licht- Conidienproduktion auf lichtdicht aufbewahrten Agarréhrchen 

dichten Aufbewahrung der Stamme 
b: anschlieBend 3 Tage Cl 1 Pit B59 C 40 

Belichtung I ; 

Mal. | Haf. | Mal. | Hag. Mal. | Haf. | Mal. | Haf. 

a: 4 Wochen . 3 2 2 0 0 0) 0 
1 2 3 3 4 3 4 3 4 
a: 6 Wochen . D 3 2 3 1 2 1 2 
ms 2 3 3 4 3 4 3 4 
a: 8 Wochen . 2 3 3 3 Ds 4 3 3 
b: 2 3 3 4 3 4 3 4 
a 12 Wochen . . . 2, 3 3 4 2 4 3 3 
b: 2 3 3 4 3 4 3 4 

Mal. = Malzagar; Haf. = Haferflockenagar. 

0 = keine Conidien im Gesichtsfeld 

1 = durchschn. << il ” ” ” 

2= 9 > 1 bis < 10 ” 2 2? 

3= Ay = 10 bis <— 50 ” ” ”> 

4 SS Pr = 50 ” ” 9 


Fiir Venturia inaequalis und V. pirina ist ein KinfluB des Lichtes auf 
die Conidienbildung bisher nicht beobachtet worden; dagegen ist der Ein- 
fluB des Lichtes auf ihre Perithecienbildung schon lange bekannt (Hoxz 
1937, BAUMEISTER 1954). 

Die Stimme B59 und C 40 (deren Inkulturnahme vor einem Jahr 
erfolgt war) wurden auf Haferflocken- und Malzagarrohrchen aufgeimpft 
und 6 Wochen lichtdicht aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurden die sterilen 
Mycelien bei verschiedenen Temperaturen belichtet. Die Belichtungszeit 
wahrte 7 Tage und war in jedem Falle lang genug, denn im vorher be- 
schriebenen Versuch erfolgte die Conidienbildung schon nach zweitagiger 
Belichtung. Die Messung der Temperaturen nahm ich taglich mit Maxima- 
und Minimathermometern vor. Der Versuch, der einmal wiederholt 
wurde, hatte folgendes Ergebnis: 
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6 Wochen alte sterile Mycelien der Fusicladium cerasi-Stimme B 59! 
und C 40 zeigten nach siebentagiger Belichtung: 


Bei Temperaturen von — 2° bis + 3° C keine Conidienbildung 

» » 5 + 5° ,, + 12° C sehr sparliche Conidienbildung 
” 9 »» +15° ,, + 19° C gute Conidienbildung 

” ” » + 21° ,, + 23°C gute Conidienbildung 

” » » + 24° ,, + 26° C maBige Conidienbildung 

% Py) 5» + 27° ,, + 29° C sehr sparliche Conidienbildung 
” ” » + 29° ,, + 31°C keine Conidienbildung. 


Die Conidienbildung ist temperaturabhingig, sie erfolgte reichlich bei 
den Temperaturen, die auch im Freiland zur Vegetationszeit vorherr- 
schen. Auch fiir Venturia inaequalis wies MILLER (1947) in einer anderen 
Versuchsanstellung einen Einflu8 der Temperatur auf die Conidienbildung 
nach. 


Zusammenfassung 


1. In Untersuchungen tiber die Nahrstoffanspriiche von Fusicladium 
cerasi (Rabh.) Sace. und Cladosporium carpophilum v. Thiim. waren fiir 
beide Pilze Glucose, Maltose und Saccharose gute Kohlenstoffquellen und 
Asparagin (am besten), Glykokoll, Leucin, Tyrosin und Valin gute Stick- 
stoffquellen. Von den anorganischen Stickstoffverbindungen wurde 
Ammoniumnitrat am besten verwertet. Aneurin war wachstumsfordernd. 
Morphologisch verschiedene Stémme von Fusicladium cerasi zeigten keine 
ernahrungsphysiologischen Unterschiede. Das gleiche war auch bei den 
Cladosporium carpophilum-Stimmen der Fall. Dagegen waren im Ver- 
gleich zu den Kirschenschorf- die Pfirsichschorferreger-Stémme wiich- 
siger und verwerteten viele N- und C-Quellen besser. 


2. Zwei morphologisch verschiedene Stimme von Fusicladium cerasi 
baw. zwei von Cladosporium carpophilum werden beschrieben und ihre 
Sporen gemessen. 


3. Kulturen aus Ascosporen von Venturia cerasi hatten ein anderes 
Aussehen als Conidiosporenkulturen der gleichen Art. Alle Ascosporen- 
kulturen waren homothallisch und bildeten auf kiinstlichen Nahrbéden 
ausschlieBlich Perithecien, niemals Conidien. Alle Versuche, Conidio- 
sporenkulturen zur Perithecienbildung zu veranlassen, schlugen fehl. 

4. Die Conidienkeimung und das Mycelwachstum der Schorfpilze bei 
verschiedenen Temperatur- und py-Stufen wurden untersucht (Bestim- 
mung des Minimums, Optimums und Maximums). Der pq-Anspruch bei 
der Conidienkeimung und der beim Mycelwachstum war bei allen ge- 
priften FPusicladium cerasi- und Cladosporium carpophilum-Stammen 
gleich. Der Pfirsichschorfpilz war im Hinblick auf die Conidienkeimung 


als auch auf das Mycelwachstum etwas wirmeliebender als der Kirschen- 
schorferreger. 
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5. Licht wirkte auf die Conidienbildung von Fusicladium cerasi for- 
dernd, auch bei Cladosporium carpophilum war eine geringe Férderung 
durch das Licht festzustellen. Mit dem Kulturalter der Stamme wurde 
die Conidienbildung unabhangiger von der Belichtung. Die Temperatur 
hatte ebenfalls einen Hinflu8 auf die Conidienbildung. 
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Kine einfache Methode zur Isolierung 
der ,,Membran-Grundsubstanz‘ 
grampositiver und gramnegativer Bakterien 
Von 
0. KANDLER, A. HUND und C. ZEHENDER 
Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 2. Mai 1958) 


Durch eine Reihe von Arbeiten konnte in den letzten Jahren (vgl. 
Work 1957) sichergestellt werden, daB die gesamte a, ¢ -Diaminopimelin- 
siure (DAP) der Bakterienzelle in der Membran lokalisiert ist. Die DAP 
enthaltende Fraktion wurde in der englischen Literatur als ,,basic struc- 
ture‘ bezeichnet (im folgenden von uns als ,,Grundsubstanz* iibersetzt). 
Sie stellt vermutlich die fiir die mechanische Verfestigung der Membran 
entscheidende Verbindung dar. 

Allgemein wurden die Membranen nach mechanischer Zerstorung der 
Zellen (Ultraschall, Schiitteln mit Glasperlen) oder tryptischer Ver- 
dauung durch fraktioniertes Zentrifugieren gewonnen. Im Falle der 
grampositiven Bakterien enthielt die Membranfraktion nach Hydrolyse 
neben DAP in gréBerer Menge nur Glutaminsaéure und Alanin und in 
wechselnder, aber stets erheblich geringerer Menge Glykokoll, Lysin, 
Asparaginsiure, Serin, Valin und Leucin. AuBerdem fanden sich stets 
Aminozucker wie Glucosamin, Galaktosamin und Muraminsaure 
(STRANGE 1956). Bei einigen Bakterien, sowie bei den meisten Mikro- 
kokken, Sarcinen und Milchséurebakterien ist DAP durch Lysin ersetzt. 
Gelegentlich sind auch Glykokoll (Staphylokokken) oder Asparagin- 
siiure (Lactobacillus) relativ stark vertreten und sie diirften daher eben- 
falls mit Sicherheit zur Grundsubstanz gehoéren. Fur die anderen erwahn- 
ten Aminosauren steht es noch nicht fest, ob sie echte Komponenten 
der Grundsubstanz sind oder ob sie nur als Verunreinigung durch unge- 
niigend abgetrennte Zellreste mitgeschleppt werden. Die Zusammen- 
setzung der Grundsubstanz scheint gattungsspezifisch und fiir die Syste- 
matik der Bakterien verwendbar zu sein (CUMMINS Uu. Harris 1956). 

Bei gramnegativen Bakterien ergaben sich bei ahnlicher Aufarbeitung 
sehr komplex zusammengesetzte Hydrolysate, so dafi man zaunachst 
einen grundsatzlichen Unterschied in der Zusammensetzung der Mem- 
branen bei grampositiven und gramnegativen Bakterien annahm. Erst 
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neuerdings gelang Werper u. PrrmosiaH 1957 durch Verwendung von 
Phagenenzym die Abspaltung einer léslichen Verbindung von Coli- 
Membranen, die nach Hydrolyse eine ahnliche Aminosdéurezusammen- 

setzung zeigt, wie die Membranen grampositiver Bakterien. 
Im folgenden soll eine einfache Methode beschrieben werden, wie man 
auf Grund der Widerstandsfahigkeit gegen Alkali die Grundsubstanz 
von grampositiven und 


8, ; gramnegativen Bakte- 
+ rien isolieren kann. 
“ = 
“ ae x' Material 
an on ae, und allgemeine Methodik 
“ate, & a =e, poar, Die Bakterienstémme 
<< % = = 3 . wurden entsprechend den 
Pe ‘ Beschreibungen in BeEr- 
- cpys Manual (1948) be- 
stimmt. Alle Staémme, mit 
Abb. 1. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme Ausnahme von Lactobacillus 


von Bacillus subtilis nach 60 min Extraktion in 1 n NaOH 
bei 60° C. Vergr. 1250 x 


bulgaricus, wurden in einem 
Hefeextrakt - Pepton-Nahr- 
boden, wie er auch fiir L- 
Phasen verwendet wurde 
(KANDLER u. Mitarb. 1956) 
kultiviert. Fir ZL. bulgari- 
cus wurde Briggs-Bouillon 
(Briaas 1953) verwendet. 
Die Hydrolyse erfolgte 
durch 24—36stiindiges Ko- 
chen in 6n HCl am Riick- 
fluBkithler. Die Papierchro- 
« matographie wurde in tib- 
licher Weise unter Beniit- 
zung von SS 2043b aus- 
gefiihrt. Als Lésungsmittel 
dienten 1) 70° Isopropanol, 
10% Hisessig, 209, Wasser; 
2) 78° a-Picolin,2% Ammo- 


Abb, 2. Elektronenmikroskopische Aufnahme derselben niak, 20%, Wasser; 3) was- 
Suspension wie Abb.1. Gesamtvergr. 4200 x sergesattigtes Phenol. Die 


quantitative Auswertung er- 
folgte nach der Methode von Barrouurer (1956) unter Beniitzung von Eichkurven, 
die durch Chromatographie abgestufter Mengen authentischer Aminosaduren in den 
entsprechenden Lésungsmitteln hergestellt wurden. 


Versuchsergebnisse 
24 Std alte Flissigkeitskulturen von Bac. subtilis wurden auf der 
Zentrifuge in dest. Wasser gewaschen, in 1n NaOH suspendiert und 
1 Std im Wasserbad auf 60°C erhitzt. Die urspriinglich sehr  triibe 
Suspension hat sich dann stark aufgehellt, da die Masse des Proteins in 
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Lésung gegangen ist. Um die unldslichen Reste leichter zentrifugieren zu 
kénnen, wurde mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt. Die nunmehr 
n/2 NaOH Suspension wurde dann bei 25 000 g 25—30 min zentrifugiert. 
Man erhilt ein schleimiges Sediment, das im Phasenkontrast praktisch 
nur noch leere Hiillen zeigt (Abb.1). Auch elektronenmikroskopisch 
lassen sich die weitgehend extrahierten Membranen nachweisen. Die bei 
Autolyse und tryptischer Verdauung (WEIDEL 1951) auftretenden stark 


Tabelle 1. Aminosdurezusammensetzung ganzer Zellen bzw. der in In NaOH 
unléslichen Membranfraktion 


Die Zahlen geben das molare Verhaltnis, bezogen auf DAP an. I = 1 Std bei 60°C 
extrahiert. II — Wie I, aber weiterhin 1 Std bei 60° G und anschlieBend 12 Std 
bei 37° C in 1n NaOH extrahiert. III = Wie TI, aber weiterhin 3 Std bei 60° C 
und 15 Std bei 37° C in 1 n NaOH extrahiert. IV = Wie I, aber weiterhin 48 Std 
tryptisch verdaut. 
Die Membranfraktion von P. vulgaris und der labilen L-Phase wurden jeweils 
2mal je 1 Std bei 60° C und 12 Std bei 37° C in 1 n NaOH extrahiert 


Bacillus subtilis Proteus vulgaris 
Membran-Fraktion Bakterienform Labile 
pe | Ganze L- Phase 
I I Hil LN Zellen Membran | Membran 
DAP 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Glutaminsaure | 5,45 era |i she: 1,36 | 1,36 26,0 1,8 Weal 
Alanin 5,2 2,5 1 95m ie to mee, L0 23,0 3,3 2,0 
Lysin 3,5 0,96 | 0,64 | 0,20 | 0,30 20,0 1,2 0,16 
Glucosamin 1,12 0,87 | 0,28 | 0,29 | 0,81 2,2 0,3 0,35 
Muraminsaure ? ig ? ? ? 2 0,2 0,2 
Glykokoll 2,2 0,25 | 0,23 | 0,147) 0,26 9,3 1,0 0,16 
Threonin 3,02 0,35 15,0 — _ 
Serin 2,5 0,15 | 0,05 | 0,06 | 0,05 lita 0,8 0,12 
Valin 3,85 0,49 | 0,357| 0,12 | 0,176 17,2 0,7 0,05 
Leucin 6,45 0,75 | 0,58 | 0,205 0,235| 27,0 1,3 0,12 
Asparaginsaure 4,85 0,325 | 0,2 0,05 | 0,08 21,7 0,8 0,2 


elektronenstreuenden Binnenkorper fehlen. Dagegen bleiben an den 
Querwanden noch Substanzreste hangen (Abb. 2). Bei fortgesetzter 
Extraktion mit Alkali ergeben sich keine wesentlichen morphologischen 
Anderungen mehr. Die Membranen werden aber sowohl im Phasen- 
kontrast als auch im Elektronenmikroskop immer schlechter abbildbar, 
da sie stark verquellen. 

In Tab.1 ist das Ergebnis eines Versuches dargestellt, bei dem eine 
Suspension von Bac. subtilis entweder sofort oder nach verschieden 
langer Extraktion in Alkali, bzw. Verdauung mit Trypsin hydrolysiert 
wurde. Die Aminosauremengen sind in Mol je 1 Mol DAP angegeben. 
Bei den ganzen Zellen wurden nur die Aminosauren beriicksichtigt, die 
auch nach der ersten Extraktion noch auftreten. 
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Vergleicht man die Mengenverhaltnisse der Aminosduren der ganzen 
Zellen und des Riickstandes nach 1 stiindiger Extraktion in 1 n NaOH 
bei 60°C, so fallt das relative Hervortreten von DAP, Glutaminsaure, 
Alanin und Glucosamin gegeniiber allen anderen Aminosduren auf. 
Der nicht hydrolysierte Rest des Materials wurde in 2 Teile geteilt. Kiner 
wurde erneut 1 Std bei 60°C und anschlieBend 12 Std bei 37°C in In 
NaOH extrahiert, der andere in Phosphatpuffer von pq 8,4 suspendiert, 


oe we 


> 3 SS. iy ee 


Abb.3. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Membranfraktion von Lactobacillus lactis nach 
8maliger Extraktion mit 1 n NaOH. Gesamtvergr. 6000 x. Mit Palladium bedampft 


mit 1°%, Trypsin versetzt und 48 Std bei 27°C auf der Schiittelmaschine 
geschiittelt. Die Hydrolysate des Unléslichen ergaben eine weitere Ver- 
minderung der relativen Mengen aller Verbindungen bezogen auf DAP, 
wobei die Abnahme bei Glutaminsaure, Alanin und Glykokoll nur gering- 
fiigig waren. Threonin verschwand in beiden Fallen vollstandig. Im Falle 
der tryptischen Verdauung waren die Abnahmen der fiir die Grund- 
substanz vermutlich nicht essentiellen Aminosiuren stirker als bei der 
Alkaliextraktion. Ein besonders drastischer Unterschied zwischen beiden 
Nachbehandlungen ergab sich im Gehalt an Glucosamin. Durch die 
zweite Alkalibehandlung sank der relative Gehalt drastisch ab, wihrend er 
bei der tryptischen Behandlung praktisch gleich blieb. Daraus muB ge- 
folgert werden, dafi der gréBte Teil des Glucosamins nicht zur Grund- 
substanz gehort, bzw. nur lose mit ihr verbunden ist und durch Alkali 
ohne Zerstérung der Grundsubstanz abgespalten werden kann. Dagegen 
scheint die glucosaminhaltige Komponente weitgehend trypsinstabil zu 
sein. Auch Wripen u. PRimostcH (1957) kamen bei ihren Versuchen zu 
der Vorstellung, dafi Glucosamin wahrscheinlich an verschiedenen 
Komponenten der Zelle beteiligt und nur zu einem geringen Teil in der 
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 Grundsubstanz enthalten ist. Ein Rest des 2mal mit Alkali extrahierten 
Materials wurde erneut in 1 n NaOH suspendiert und weitere 3 Std bei 
60°C! und 15 Std bei 37°C stehen gelassen. Die Mengenverhaltnisse der 
Hauptkomponenten bleiben dabei annahernd gleich, wahrend die meisten 
der Begleitaminoséuren weiter abnahmen und sich dem Mengen- 
verhaltnis der trypsinverdauten Probe weitgehend annaherten. 


Tabelle2. Aminosiurenzusammensetzung der gegen Lauge bestindigen Mem branfraktion 
verschiedener Bakterven 
Die Zahlen geben das molare Verhaltnis, bezogen auf Alanin an 


Bac. Bac. Prot. Pst Sarcina Lactobac. 

subtilis cereus | vulgaris | filworescens flava bulgaricus 
DAP 0,57 0,66 0,3 0,53 _- — 
Glutaminsaure OTT 0,69 0,55 0,6 0,42 0,45 
Alanin 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Lysin 0,13 0,22 0,36 0,26 al 1,12 
Glucosamin 0,170 0,11 0,011 7 0,078 0,08 
Muraminsaure ? 0,045 0,061 0,06 0,020 0,066 
Glykokoll 0,085 0,12 0,3 0,3 0,11 0,18 
Serin 0,034 0,05 0,24 0,073 0,025 0,043 
Valin 0,064 0,10 0,21 0,11 0,10 0,10 
Leucin 0,12 0,22 0,39 0,33 0,142 0,27 
Asparaginsaure 0,02 0,053 0,24 0,11 | 0,10 0,25 


Auch eine 24stiindige Kultur von Bacillus cereus (vor der Sporen- 
bildung) wurde wiederholt in tn NaOH extrahiert und hydrolysiert. Es 
ergaben sich ganz ahnliche Resultate wie bei B. subtilis (Tab. 2). 

‘Als weitere Vertreter der grampositiven Bakterien wurden Sarcina flava 
und verschiedene Lactobacillen in entsprechender Weise extrahiert. In 
beiden Fallen waren schon nach der ersten Extraktion wie bei B. subtilis 
mikroskopisch die leeren Membranen erkennbar, bei Sarcina allerdings 
auch noch viele Zellen, die nur teilweise aufgehellt waren. Nach wieder- 
holter Extraktion, insbesondere nach langerem Stehen in Lauge bei 
37°C, erschienen praktisch alle Zellen leer. Abb.3 zeigt eine elektronen- 
mikroskopische Aufnahme 3mal extrahierter Membranen von Lacto- 
bacillus lactis. Die Chromatographie der Hydrolysate von Sarcina flava 
und Lactobacillus bulgaricus ergab die in Tab.2 enthaltenen Daten. Da 
bei diesen Organismen DAP durch Lysin ersetzt ist, wurde der Amino- 
siuregehalt auf das allen Formen gemeinsame Alanin bezogen. Gegen- 
iiber Lysin, Alanin und Glutaminsiure treten alle anderen Aminosauren 
stark zuriick. Nur Asparaginséure ist im Vergleich zu den Verhaltnissen 
bei den anderen grampositiven Bakterien bei L. bulgaricus stark ver- 
treten, worauf auch schon CUMMINS U. Harris (1956) hinweisen. 

Als typischer Vertreter eines gramnegativen Bakteriums wurde Proteus 
vulgaris naher untersucht. Der Anteil der DAP am Gesamthydrolysat 
ist erheblich geringer als bei B. subtilis (Tab. 1). Nach Extraktion in tn 
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NaOH bei 60°C bleibt wie bei den grampositiven Bakterien ein schleimi- 
ges Sediment zuriick, das ebenfalls aus leeren Membranen besteht. Sie 
sind jedoch im Phasenkontrast so kontrastarm, daB sie nicht photo- 
graphierbar sind. Nach mehrmaliger Extraktion sind die Membranen 
mikroskopisch nicht mehr sichtbar, obwohl immer noch ein schleimiges 
Sediment vorhanden ist. Im Mikroskop sind plattenformige Kristalle 
erkennbar, deren Natur bisher nicht geklart werden konnte. Nach 4 bis 
5 Extraktionen nimmt das Sediment mehr mehlige Konsistenz an, und der 
Stickstoffgehalt nimmt gegeniiber dem Kohlenhydratanteil erheblich ab. 
Die Versuche tiber den Zusammenhang von Stickstoff- und Kohlen- 
hydratgehalt bei den nach Laugeextraktion erhaltenen Sedimenten sind 
noch nicht abgeschlossen und sollen erst in einer spateren Mitteilung 
ausfiihrlich dargestellt werden. Die Hydrolysate der Riickstande zeigen 
in Ubereinstimmung mit den Verhaltnissen bei grampositiven Bakterien 
ein starkes Hervortreten der Komponenten der Grundsubstanz der 
Membran (Tab.1 u. 2). Es gelang bisher nicht, durch Verlangerung 
der Extraktion die ,,Begleitaminosduren™ so weit zu entfernen, wie bei 
den grampositiven Bakterien. Dies ist jedoch méglich, wenn man nicht 
die Bakterien-Form, sondern die labile L-Phase von Proteus vulgaris 
extrahiert. In Tab.1 ist die Zusammensetzung der ebenfalls durch 
wiederholte Alkaliextraktion gewonnenen Membranen einer bereits tiber 
100 Passagen auf penicillinhaltigen Nahrbéden kultivierten labilen 
L-Phase (B-Stamm) (KANDLER u. Mitarb. 1958) enthalten. In diesem Falle 
entspricht die Zusammensetzung weitgehend der bei Bac. subtilis ge- 
fundenen. 

Als weitere Vertreter der gramnegativen Bakterien wurde noch 
Pseudomonas fluorescens in ihnlicher Weise untersucht. Wie Tab.2 
zeigt, tritt auch hier im Hydrolysat des alkaliunléslichen Sediments die 
typische Zusammensetzung der Grundsubstanz hervor. 

Um zu prifen, ob nicht ein Teil der DAP auch im gelésten Protein 
enthalten ist, wurde bei allen untersuchten Bakterienarten aus dem 
Uberstehenden das geléste EiweiB durch Trichloressigsiure ausgefallt, — 
gewaschen und ebenfalls hydrolysiert. Neben groBen Mengen aller iib- 
lichen Aminosiuren fanden sich nur Spuren von DAP, die vermutlich 
aus nicht sedimentierten Membranresten stammten. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die Versuche zeigen, da die Grundsubstanz der Bakterienmembran 
sehr widerstandsfihig gegen Alkali ist und dadurch relativ einfach vom 
iibrigen ZelleiweiB abgetrennt werden kann. Die Ausbeute bei Verwendung 
einer hochtourigen Zentrifuge ist sehr gut, so daB man schon von relativ 
kleinen Suspensionsmengen geniigend Material (etwa 50 ml gut ge- 
wachsene Kultur) fiir befriedigende Chromatogramme erhalten kann. In 
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allen Fallen, wo die Membranzusammensetzung fiir taxonomische Zwecke 
untersucht werden soll, diirfte die Vereinfachung der Methode von Vor- 
teil sein. 

Obwohl die mit Alkali extrahierten Membranen morphologisch noch 
intakt erscheinen, ist nicht anzunehmen, daB es sich um die vollstandige 
Membran handelt. Vermutlich ist die besonders bei gramnegativen 
Bakterien sehr stark ausgeprigte Proteinmembran entfernt und auch ein 
groBerer Teil des Lipoidanteils der Membran diirfte bereits verseift sein. 
Dagegen ist noch reichlich Kohlenhydrat vorhanden. Vorlaufige Ver- 
suche haben ergeben, daB bei B. subtilis nach 3maliger Extraktion ein 
annaihernd konstantes Verhaltnis von Stickstoffgehalt und Kohlen- 
hydratmengen einstellt, wobei auf 1 mg N rund 2—3 mg Kohlenhydrat 
treffen. Bei Proteus vulgaris ist das Verhaltnis gerade umgekehrt. Hier 
treffen auf 1 mg N nur 0,2—0,6 mg Kohlenhydrat. AuBerdem verschiebt 
sich bei P. vulgaris nach wiederholten Extraktionen das Verhaltnis 
immer mehr zu Gunsten der Kohlenhydrate. Die durch Laugeextraktion 
gewonnenen Membranpraparationen entsprechen vielleicht der von 
Weert u. Primosten (1957) durch Phenolextraktion erhaltenen 
,,Lipopolysaccharid‘‘-Fraktion von E. coli. 

Die absolute Menge an Membranmaterial nimmt bei jeder Extraktion 
in Lauge ab. Die Verluste kénnen nicht durch verlangertes Zentri- 
fugieren vermieden werden. Da sich aber aus dem Uberstehenden kein 
DAP-haltiges Protein ausfallen labt, mus angenommen werden, dab 
dieser Verlust nicht auf eine schwache Léslichkeit der Grundsubstanz 
in Alkali, sondern auf eine teilweise Hydrolyse zuriickzufiihren ist. Die 
Grundsubstanz ist demnach nicht absolut, sondern nur relativ alkali- 
stabil. 


Zusammenfassung 


Nach Extraktion von grampositiven und gramnegativen Bakterien 
in 1n NaOH verbleibt ein schleimiges Sediment, das nach phasen- 
kontrast- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen aus leeren 
Membranen besteht. Die Hydrolyse in 6n NaOH und anschlieBende 
papierchromatographische Trennung zeigt als Hauptbestandteile der 
Membranen Glutaminsaure, Alanin und «,¢-Diaminopimelinsaure baw. 
Lysin. AuBerdem sind in den alkaliunléslichen Membranen noch grofere 
Mengen Kohlenhydrate enthalten. Es wird darauf hingewiesen, dal 
durch die gute Alkalibestandigkeit der Grundsubstanz der Bakterien- 
membran eine einfache Methode gegeben ist, auch von geringen 
Bakterienmengen die Grundsubstanz relativ rein zu gewinnen. Bei 
Beniitzung der Aminosiurezusammensetzung der Grundsubstanz als Be- 
stimmungsmerkmal fiir die taxonomische Einordnung der Bakterien 
diirfte diese Methode von Vorteil sein. 
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Untersuchungen zur Kinetik der Inaktivierung 
der Coliphagen T1 und T5 durch Protamin 


Von 
G. SIEFFERT- GRETCHMAN* und R. W. KAPLAN 


Mit 5 Textabbildungen 
(Eingegangen am 3. Mat 1958) 


1954 beschrieben Fiscuer u. Branpis die Inaktivierung des Colt- 
Phagen T'1 und eines Salm. typhimurium-Phagen durch Protamin. 1956 
studierte KLEczKowsk1 das analoge Phainomen bei einem Rhizobium- 
Phagen. In Fortfithrung der Versuche von FiscHER u. BRANDIS wurde 
zunichst die Spezifitat der Protamininaktivierung auf die Phagen der 
T-Serie, die Einwirkung basischer Proteine (Protamine, Histone und 
Lysozym) und der Mechanismus der Inaktivierung untersucht. Dabei 
ergab sich, daB von den Coliphagen T1 bis T7 nur T1 und T5 durch 
Protamin inaktiviert werden, wahrend die beiden gepriften Histone nur 
den Phagen T1 beeinfluBten. Lysozym war inaktiv. Durch elektronen- 
optische Aufnahmen inaktivierter Phagen sowie durch Tritbungs-, 
Schiittel-, Sedimentations- und Heparinversuche konnte eine Ver- 
klumpung der Phagenpartikel unter Einwirkung des Protamins als 
Ursache fiir die Titerverminderung ausgeschlossen werden (GRETCHMAN 
et al.). Die Inaktivierung nur von T1 und T5 aus der Reihe der 7 T- 
Phagen legt den Gedanken nahe, da8 das Protamin am Adsorptions- 
mechanismus des Phagen angreift. Denn haufig erweist sich die Resistenz 
gegen den Phagen T'l von Mutanten des B. coli als gekoppelt mit einer 
Resistenz gegen T5, nicht aber mit der gegen andere Glieder der Reihe. 
Umgekehrt sind Mutanten, die resistent gegen einen der 7 Phagen sind, 
nie gleichzeitig auch gegen T1 und T5 fest (DemErReEc u. Fano 1945). 
Diese Phagenresistenz der Bakterienmutanten kommt durch Ausfall der 
Adsorptionsfahigkeit an die Bakterienwand infolge des Fehlens der 
spezifischen Receptorproteine in dieser zustande (WEIDEL 1952). Die 
Haftfortsitze der Phagen T1 und T5 unterscheiden sich also gemeinsam 
in spezifischer Weise von denen der anderen T-Phagen. Es ist daher 
wahrscheinlich, da diese Besonderheit von T1 und T5 auch die spezi- 
fische Reaktion mit dem Protamin bedingt. Eine nahere, quantitative 


* Der experimentelle Abschnitt der Arbeit wurde von G. GRETCHMAN als Teil 
der Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades bei der Naturwissenschaftlichen 
Fakultaét der Universitat Frankfurt/Main verwendet. 
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Analyse der Inaktivierung durch Protamin eréffnet daher unter Um- 
stiinden die Aussicht, auch neue Kinblicke in den Adsorptionsmechanis- 
mus der Phagen zu gewinnen. 

Nachdem die ersten Versuche zur Aufklirung der Kinetik dieser In- 
aktivierung von T1 schon ergeben hatte, da der gréBte Titerabfall 
innerhalb der ersten Minute und dann nur noch sehr langsam weitere 
Inaktivierung erfolgt, und nachdem ermittelt worden war, dab dies 
schon bei Protaminkonzentrationen von 0,005% geschieht, sollte in 
weiteren Studien versucht werden, den Mechanismus der Inaktivierung 
naiher aufzukliren. AuBer der Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit 
wurde die Bedeutung einer succesiven Erhéhung bzw. Erniedrigung der 
Protaminkonzentration untersucht, ferner der KinfluB von Temperatur, 
pu und verschiedenen Suspensionsmitteln der Phagen. Auch wurde die 
Abhangigkeit der Inaktivierung vom Titer der verwendeten Phagen- 
suspension bestimmt. Durch Erhéhung der Viscositat des Mediums konnte 
die anfaingliche hohe Inaktivierungsgeschwindigkeit etwas herabgesetzt 
werden. Durch diese Befunde konnte eine Reihe Erklirungsméglich- 
keiten fiir die Protaminwirkung als unwahrscheinlich ausgeschaltet und 
ein vorlaufiges, spezielleres Modell entworfen werden. 


I. Material und Methoden 


Die Phagen T1 und T5 wurden in ,,F*‘-Medium (Adams 1950) angereichert, 
durch Ultrazentrifugation mit Phosphatpuffer (STARLINGER u. KaupEwitz 1956) 
gereinigt und darin aufgenommen. Der Titer der gereinigten Suspensionen lag um 
1- 10° Phagen/ml. Die Protaminkonzentration! betrug bei den meisten Versuchen 
0,005%. Die Inaktivierung wurde so ausgefiihrt, daf Phagensuspension und Prot- 
aminlésung zusammengegeben, das Gemisch bei 37° C im Wasserbad gehalten 
und daraus in bestimmten Zeitabstanden Proben zur Titerbestimmung entnommen 
wurden (vgl. auch GrercHmaNn etal. 1957). Die Bestimmung der Zahl aktiver 
Phagenpartikel geschah in iiblicher Weise durch Ausplatten mit Indicatorbakterien 
(B. coli B) und Zahlung der Locher (Plaques). 


Il. Ergebnisse 


I. Die Abhadngigkeit der Inaktivierung 
von der Hinwirkungszeit 


Die Abhangigkeit der Inaktivierung von der Einwirkungszeit wurde am Phagen 
(1 und TS in zwei verschiedenen Versuchsserien untersucht. Bei der ersten An- 
ordnung betrug die Kinwirkungstemperatur stets 37° C, die Protaminkonzentra- 
tion wurde variiert. Beim zweiten Ansatz diente stets eine 0,005%ige Protamin- 
lésung als Inaktivierungsagens, jedoch wurde hier die Einwirkungstemperatur 
geandert. In Abb. 1 sind die in der 1. Serie gefundenen Logarithmen der Uber- 
lebendanzatep (Ig N |No) in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen. (Vy = Zahl 
aktiver Phagen in der Kontrolle, N = im Versuchsgemisch.) 


' Protaminsulfat ,,Roche‘‘, Deutsche Hoffmann-La Roche A.G., Grenzach/ 
Baden. 
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Die Zeitversuche (Abb. 1 u.2) zeigen, daB bei allen untersuchten Prot- 
aminkonzentrationen auch durch langere Einwirkungszeiten keine wesent- 
lich hohere Inaktivierung erzielt werden kann, d. h. der Inaktivierten- 
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nur noch sehr langsam 
sinkt. Das Niveau dieses 
 sattigungsgehaltes’” an 
Uberlebenden liegt bei 
starkeren Konzentrati- 
onen tiefer als bei schwa- 
cheren. Da in allen wei- 
teren Versuchen eine Hin- 
wirkungszeit gewahlt wer- 
den muBte, die langer 
als die Periode des schnel- 
len Abfalles der Uber- 
lebendenrate ist, wurde in 
diesen Versuchen also die 
Beeinflussung der ,,Uber- 
lebendenrate bei Satti- 
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In der 2. Versuchsserie er- 
folgte die Behandlung von al 
und T5 nur noch mit 0,005%- 
igem Protaminsulfat, jedoch 
betrug die Einwirkungs- 
temperatur 1°, 15° und 37° C. 

Aus Abb. 2 ist zu er- 
sehen, da Temperatur- 
erniedrigung eine ahnlich 
gerichtete Auswirkung auf 
den Inaktivierungsverlauf 
von T1 und T5 ausiibt 
wie Verminderung der 
Konzentration. Auch in 
diesem Fall wird eine voll- 
standige Inaktivierung 
nicht erreicht, sondern es 
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Abb. 1. Inaktivierung (lg N/No) in Abhiangigkeit von Hin- 
wirkungszeit (0—180 min) und Protaminkonzentration 
bei 37°C bei T1 (— — ) und T5 ( ) 
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Abb.2. Abhingigkeit der Tnaktivierung von T1 und T5 

durch 0,005 % iges Protaminsulfat von der Hinwirkungs- 
dauer bei den Temperaturen 1°, 15° und 37°C. 
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tritt ,,Sattigung ein. Der auch noch nach ,,Sattigung’* sehr langsame 
Fall der Kurve ist jedoch bei niederen Temperaturen etwas starker als bei 
niederer Konzentration (vgl. bei T5: 0,003%, Abb. 1 und 1°C, Abb. 2). 
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Aus Tab. 1 geht hervor, daB8 die Zunahme von U, mit fallender 
Temperatur bei T1 wesentlich kleiner ist als bei T5. 


Tabelle 1. Verhdltnisse der Uberlebendenraten bei 1° und 37° C 
nach 180 min durch 0,005% iges Protaminsulfat fiir T1 und Td 


Us 
se EEE GENS F —| U,(1°):U4(37°) 
1° | 37°C 
T1 | 7,81-10-° | 3,04- 10-3 2,57 
T5 | 2,86-10- | 5,03- 10> 57,0 


2. Abhangigkeit 
der Inaktivierung von der Protaminkonzentration 


Zum genauen Studium der Konzentrationsabhangigkeit der Inaktivierung 
wurden Protaminlésungen zwischen 0,0005% und 0,05% bei einer konstanten Ein- 
wirkungszeit verwendet. Fiir T1 und T5 dauerte die Inkubation 30 min bei 37° C. 
Dariiber hinaus wurde bei T5 ein Versuch mit nur 10 min Einwirkungsdauer aus- 
gefiihrt. Der Titer der verwendeten Phagensuspensionen betrug fiir T1 5-108, 
fiir T5 2- 101°. 
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Abb.3. Abhiingigkeit der Inaktivierungsrate von der Protaminkonzentration bei 37°C. Kurve 1 = T1 
30min Binwirkungszeit; Kurve2 = T5, 10 min Einwirkungszeit; Kurve3 = T5,30min Einwirkungszeit 


Aus den in Abb. 3 dargestellten Versuchen ergibt sich, daB schon 
eine 0,01°,ige Protaminlésung fast die maximal mégliche Inaktivierung 
ergibt. Kine weitere Steigerung der Protaminkonzentration vermag nur 
noch eine relativ geringe Titerabnahme hervorzurufen. Selbst durch 
0,5°%,ige Protaminlésungen kénnen unter den angewendeten Versuchs- 
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- bedingungen nicht alle Phagen inaktiviert werden. Bei niederen Kon- 
-zentrationen besteht hingegen eine sehr starke Abhangigkeit der 
,,Sattigungsiiberlebenden‘’ U, von der Konzentration. Die Kurve ist 
gunichst konkavy nach unten gekriimmt, wird dann semilogarithmisch 
fast linear, um bei hohen Konzentrationen umzubiegen und stark ab- 
zuflachen. 
3. ,,Fraktionierte Inaktivierung® 

Der Befund, da8 bei der Inaktivierung durch Protamin stets ein 
geringer Bruchteil Phagen auch bei langer Einwirkungszeit tiberlebt, 
kénnte zwei mégliche Ursachen haben: 1. Die nach der  sattigung” 
iiberlebenden Phagen kénnten einen Anteil resistenter Partikel in 
der Suspension darstellen. 2. Die Sattigung konnte durch eine Er- 
schépfung des Protamins bei der Tnaktivierungsreaktion zustande 
kommen. Daher sollte in einem weiteren Versuch geklirt werden, wie 
sich die nach ,,Sattigung“’ Uberlebenden gegeniiber einer zweiten Prot- 
aminzugabe verhalten. AuSerdem sollte durch eine zweite Phagen- 
zugabe zum Phagen-Protamingemisch gepriift werden, ob die Protamin- 
lésung durch ihr Einwirken auf die ersten Phagen verindert, z. B. 
,erschopft, wurde. 


Tabelle 2. ,,Fraktionierte Inaktivierung* von T durch eine zweite Zugabe 
von Protamin bzw. T.5-Phagen 


Nach 15 min Titerbestimmung Protamin- Uberlebensrate 1g NIN 
Zugabe von nach Konzentrat. % N/No ° 
Protamin. 1. Protaminzugabe 0,005 3.72)5 107" — 2,43 
2. Protaminzugabe 0,0069 ite Oe — 3,59 

bezogen auf N nach 
1. Protaminzugabe 0,0069 6,92 - 10°? 1516 
Phagen 1. Phagenzugabe 0,005 6,87 - 10-8 == PAG 
2. Phagenzugabe 0,0031 1,60 - 10-7 —1,79 


Zu 0,3 ml einer Phagensuspension wurden 0,3 ml einer 0,01% igen Protamin- 
lésung zugefiigt, das Gemisch bei 37°C inkubiert und nach 15 min 0,1 ml zur 
Titerbestimmung entnommen. AnschlieBend wurde das Gemisch nochmals mit 
0,3 ml der gleichen Protaminlésung versetzt und weitere 15 min bei 37° C be- 
priitet. Die Protaminkonzentration betrug nach der ersten Protaminzugabe 0,005% 
und erhdhte sich nach der zweiten Zugabe auf 0,0069%. Das Kontrollgemisch 
wurde nach 15 min ebenfalls mit 0,3 ml physiologischer Kochsalzlésung auf das 
Volumen des Versuchsgemisches gebracht. Dem zweiten Versuchsansatz wurde 
nach 15 min entsprechend 0,3 ml der T.5-Suspension zugegeben, der Titer nach 
weiteren 15 min bei 37° C bestimmt. Hier verringerte sich die urspriingliche Prot- 
aminkonzentration von 0,005% durch die zweite Phagenzugabe auf 0,0031%. 


Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Tab. 2 dargestellt. Daraus 
geht hervor, daB eine Erschopfung des Protamins nicht fiir das 
Auftreten von Uberlebenden nach ,,Sattigung™ verantwortlich gemacht 
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werden kann. Denn das gleiche Protamin vermag noch eine zweite 
frisch zugesetzte Phagenmenge bis auf 1,6-10~° Uberlebende zu in- 
aktivieren. Die etwas geringere Inaktivierung der 2. Phagenmenge gegen- 
iiber der ersten ist durch die etwas geringere Protaminkonzentration 
nach Zusatz der 2. Phagenprobe gut zu verstehen. 

Die unvollstiindige Inaktivierung der Phagen bei Zusatz einer be- 
stimmten Protaminkonzentration beruht also auf der Anwesenheit eines 
Bruchteils von Phagen in der Population, die gegen diese Gift- 
konzentration weitgehend resistent sind. Allerdings sind diese ,,Re- 
sistenten*’ nicht vollstandig giftfest. Denn 93,1°% von ihnen werden zu- 
sitzlich durch eine Protaminmenge, die eine hdhere Konzentration er- 
zeugt, noch inaktiviert. Die nach dem zweiten Protaminzusatz erreichte 
Uberlebendenrate U, entspricht etwa derjenigen, die erhalten wiirde, wenn 
die Phagen sofort in die hdhere Konzentration gebracht worden waren. 
Dies zeigt ein Blick auf Abb. 3: Der im Versuch nach dem ersten Prot- 
aminzusatz erhaltene Uberlebendenlogarithmus —2,43 entspricht einem 
Kurvenpunkt bei der Konzentration 0,0036°%, Protamin. Offenbar war 
in beiden, zeitlich auseinanderliegenden Versuchen die Empfindlichkeit 
der Phagensuspension etwas unterschiedlich. Der Uberlebendenlogarith- 
mus nach dem zweiten Protaminzusatz von —3,59 entspricht der Kon- 
zentration von 0,005°,. Beide Konzentrationen stehen aber im gleichen 
Verhaltnis wie die im Versuch verwendeten (0,005°% und 0,0069%, 
Tab. 5). Offenbar ist also fiir den Grad der Sattigungsinaktivierung 
einer Phagensuspension die zeitliche Verteilung der Protaminmenge 
ziemlich unwichtig. 

Dieser Befund, daB bei zeitlicher Zunahme der Protaminkonzentration 
fiir das erhaltene U, nur die Endkonzentration entscheidend ist, wirft 
sogleich die Frage auf, wie sich U, bei zeitlicher Verminderung der Gift- 
konzentration verhilt, ob also eine ,,Reaktivierung’’ der inaktivierten 
Phagen durch Wegnahme des Giftes aus der Lésung stattfindet. 


4. Versuch zur ,,Reversion® der Inaktivierung 
durch Verminderung der Protaminkonzentration 


In diesem Versuch wurde das Phagen-Protamingemisch nach kurzer 
Zeit mit dest. Wasser verdiinnt und der Titer der verschiedenen Ver- 
diinnungen iiber lingere Zeit hin kontrolliert. Damit sollte die Frage 
geklart werden, ob die Protamininaktivierung reversibel ist. Dies miiBte 
in einer Erhéhung der Uberlebendenrate festzustellen sein. 

Die Protaminkonzentration betrug 0,005%, die Einwirkungstemperatur 30° C. 
Nach 15 min Hinwirkung des Protamins wurde das Versuchsgemisch verdiinnt, 
und zwar im Verhaltnis 1:10, 1:50, 1:100 und 1:1000. Die Verdiinnungen wurden 


gut geschiittelt, bei 30° C aufbewahrt und aus ihnen nach 30 min, 1, 2,4,6 und 
24 Std Proben zur Titerbestimmung entnommen. Die ermittelten Titer der Ver- 
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diinnungen wurden stets mit dem Verdiinnungsfaktor multipliziert und dann die 
Uberlebendenrate berechnet. In Tab. 3 sind die Uberlebendenraten U, = N,/No 
zu diesem Versuch angegeben. 

Aus Tab. 3 geht hervor, da ein Verdiinnen des Versuchsgemisches 
mit dest. Wasser auch nach 24 Std keine Erhéhung des Titers hervor- 
ruft, d. h. die Inaktivierung durch Protamin ist nicht reversibel. Bei 
einer Verdiinnung von 1:1000 tritt schon nach 1 Std eine Titer- 
verminderung von ungefahr einer Zehnerpotenz auf, d. h. die Phagen 
werden durch dest. Wasser inaktiviert. Diese Inaktivierung schritt jedoch 
bei langerer Einwirkungszeit nicht wesentlich fort. 


Tabelle 3. Verdiinnung des Phagen-Protamingemisches nach 15 min mit destillvertem 
Wasser im Verhdltnis 1:10, 1:50, 1:100, 1:1000, dann Bestemmung der Uberlebenden 
nach 1/,—24 Std, Protaminkonzentration 0,005%, Hinwirkungstemperatur 30° C 


Verdiinnung Zeit yews ee So bg pe Zeit ee ee 
0 15min | 213-108 | 

1:10 30min | 2,29- 10-9 1:100 | 30min | 1,64- 10° 
1 Std 2,29 - 10-3 | 4 Std 2,27 - 10-3 

2 Std 2,05 - 10-3 | 92Std o}» 2,27-10-3 

48td | 2,13-10-3 EN | 1,47 - 10-3 

6 Std 2,91 - 103 6Std | 2,16-10° 

24 Std 1,91 - 10-3 | 24 Std 1,80 - 103 

1:50 | 30min 2,62 - 10-3 1:1000 | 30min 1,64 - 10-3 
1 Std 233-102 1 Std 4,24 - 10-4 

2 Std 1,25 - 10-3 | .28td | 5,89 - 10-4 

4 Std 2,07 - 10-3 | 48td ty td Dhan dOa4 

6 Std 2,09 - 10-3 | 6 Std 3,28 10~4 

24 Std 244-103 24 Std. | 2,29; 10-4 


5. Untersuchung der Uberlebenden 
nach einer Protaminbehandlung 


Um festzustellen, ob die Resistenten genetische Varianten (Mutanten) 
sind, wurden Uberlebende (Lécher) von T1 und T5 nach Versuchen, 
bei denen nur eine sehr geringe Uberlebendenrate vorlag, abgeimpft 
und — ohne eine weitere Anreicherung in fliissigem Milieu — direkt 
wieder einer Protamineinwirkung ausgesetzt. Da ein Loch (Plaque) eine 
Kolonie von mindestens 10° Phagen darstellt, hatten sich also die 
Resistenten vor der nochmaligen Priifung auf Inaktivierung stark ver- 
mehrt. Wiirde sich diese Nachkommenschaft von resistenten Partikeln 
als resistent erweisen, so ware die Resistenz mutativ entstanden. Der 
Versuch ergab jedoch, daf hier wieder die gleiche heterogen-sensible 
Phagenpopulation wie friiher vorlag. Die protaminresistenten Phagen 
in der Population kénnen also nur Modifikationen, nicht Mutanten sein. 
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6. Abhdingigkeit der Inaktivierung von der Temperatur 


Schon Abb. 2 zeigte den Einflu8 der Temperatur auf die Inaktivierung 
von Ti und T5 durch Protamin. Im folgenden Versuch wurde die 
Temperaturabhangigkeit noch genauer untersucht. Dazu wurden par- 
allel angesetzte Versuchslésungen getrennt auf die gewiinschten Tem- 
peraturen gebracht, dann gemischt und Proben aus jedem Ansatz 
entnommen. 


Tabelle 4. Uberlebendenraten von T 1 und T5 nach Einwirkung (10 min) 
von 0,005% igem Protaminsulfat bei verschiedenen Temperaturen 


: j F-Mediam Puffer F-Medium Puffer 
1 4 2,50 - 10-3 4,83 - 10-2 1,77 - 10-2 
5 8,75 «10-8 2,26 - 10-8 = | = 
10 se | 4,74 10-3 os | es 
15 s 1,42- 10-9 3,37 - 10-2 1,61 - 10-8 
22 7,09» 10-8 1,41 - 10-3 1,73-10-2 | di 
30 ‘ah i 3,37-10-3 | 3 
37 562-10 | 1,15. 10-3 1,00-10- 1,03 - 10-4 
At 5,0 - 10-3 “ = | “2 


Die Versuche wurden fiir Tt und T5 parallel im gleichen Temperatur- 
bad mit zwei verschiedenen Phagensuspensionen vorgenommen, und 
zwar mit einer schwach gereinigten, in F-Medium, und mit einer hoch- 
gereinigten, in Puffer suspendierten Phagenmenge. In Tab. 4 sicht man, 
da die Inaktivierung in Abhaingigkeit von der Temperatur verschieden 
fiir die Phagen T1 und T5 ist. Wahrend die Kurve fiir T1 von 1°—37°C 
flach verlauft, zeigt die Inaktivierungskurve fiir T5 eine viel steilere 
Neigung. Das Suspensionsmedium hat auf die Form der Temperatur- 
abhangigkeit keinen wesentlichen EinfluB (vgl. Tab. 6): im F-Medium 
ist die Hohe der Kurve nur nach oben verschoben, die Form bleibt — 
jedoch im wesentlichen erhalten. 


7. Abhingigkeit der Inaktivierung vom py 


Um das py des Versuchsgemisches auf den gewiinschten Wert zwischen 5,4—9,0 
zu bringen, wurden die Phagensuspensionen und die Protaminlésung nacheinander 
mit den entsprechenden Puffern (Phosphat- von py 5,4—8,0 und Glykokoll-NaOH- 
Puffer von 8,4—9,0) verdiinnt. — Die Einwirkungszeit betrug jeweils 30 min bei 
37° C, die angewendete Protaminkonzentration 0,005%. 


Tab. 5 mit den Ergebnissen zeigt, daB der pa-Wert des Puffers, in dem 
die Phagen suspendiert und der Protamineinwirkung ausgesetzt sind, im 
untersuchten Bereich die Inaktivierung nicht merklich beeinfluBt. 
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Tabelle 5. Uberlebendenraten von T'1 und T'5 nach Hinwirkung von Protamin 
im Bereich zwischen pr 5,4 und pr 9,0 


ae Phage f Pee Phage 
~ 1 T5 —~< T 1 T5 
Ber crta pa-Werte —_ 
5,4 ass tne WS oO 1,4 5,9 - 10-2 9,2 - 10-4 
5,8 4.5 - 10-2 6.2)- 1054 8,0 Deon Ome 9,0: 10-4 
6,2 pone Ome 6,9 - 10-4 8,4 Orie L Om 5,9 - 10-4 
6,6 6G Oc Om Ted VOn 9,0 SOs Ome AE od 
7,0 OsOn 1Oz* Ao ONO 


8. Abhdngigkeit der Inaktivierung vom Suspensionsmedium 

Um zu bestimmen, welche Faktoren weiter fiir eine Veranderung der 
Inaktivierungsrate verantwortlich sein kénnten, wurde der EinfluB® ver- 
schiedener Suspensionsmedien auf die Hohe der Inaktivierungsrate 
untersucht. Es wurden Phagensuspensionen in Difco Nutrient Broth, 
F-Medium und gereinigtem Phagenpuffer vergleichend mit Protamin 
behandelt. AuBerdem wurde ein Rohlysat (d.h. vollig ungereinigte 
Phagensuspension, die noch alle Bakterienreste enthielt) von TS in 
F-Medium ebenfalls mitgepriift. Die Uberlebendenraten sind in Tab. 6 
angegeben. 


Tabelle 6. Vergleich der Inaktivierung von T 5 durch 0,005% Protamin 
in Abhdngigkeit vom Suspensionsmedium. Einwirkungszeit 30 min bei 37° C 


: : | 
Difco Rohlysat 7 : 4 7" 
posit Broth | (E-Medium) | CEU | Eocene 
SE ee Ree eee 
Gigciciendonste/N,0| 30-104 | 2,6-10-* | 26°10" eae-10~ 


Die Inaktivierung wird durch die verschiedenen Suspensionsmittel 
nur schwach beeinfluBt. Die starkste Inaktivierung wurde in F-Medium 
erreicht. In Difeo Nutrient Broth und im Rohlysat war sie etwas 
geringer; dies 1iBt sich durch Verbrauch von Protamin bei der Aus- 
fallung von Peptonen in Difco Nutrient Broth bzw. Verunreinigungen 
im Rohlysat und damit einer Verminderung der Protaminkonzentration 
erklaren (WARREN 1949, 1950; KLECZKOWSKI 1956). 


9. Abhdngigkeit der Inaktivierung von der Phagenkonzentration 


Um den Einflu8 der Phagenkonzentration auf die Inaktivierung fest- 
zustellen, wurden durch Verdiinnen einer hochtitrigen Phagensuspension 
mit Puffer abgestufte Phagentiter hergestellt. Diesen Suspensionen 
wurde Protamin zugesetzt (0,005%) und nach 30 min die Inaktivierung 
bestimmt. 

Wie Tab.7 zeigt, sind die Inaktivierungsraten von den Phagen- 
konzentrationen weitgehend unabhangig. Die Uberlebendenrate betragt 
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fiir die Phagentiter von 10°—10* im Mittel 3,28 - 10~*. Dies gilt jedoch © 
nur fiir Phagen, die aus dem gleichen Lysat stammen. Verwendet man 
verschiedene Anreicherungen, dann streuen die Werte erheblich. 


Tabelle 7. Vergleich verschiedener Phagentiter von T'S mit den dazugehorigen 
Uberlebendenraten nach Protaminbehandlung (0,005%, 30 min bei 30° C) 


Sberlebenden- ae ee ier: Uberlebenden- 
Ausgangstiter Uberlebende 0 Pence Ausgangstiter | Uberlebende onto in 
¢ | ¢ 2 2.105 | - 103 - 10-2 
2,27 - 10° 4,95 - 107 218-10. 1,36 - 10 4,11-10 3,04 - 10 


1,36 - 10° 4,05 - 10° 2,99 - 10-2 1236-1102 e701 OF 5,25 oul Oae 


| 
1,36 - 108 4,23 - 10® 35121 Ons 1,45 - 10+ 5,36 - 10° | 3,11 310 
| 


1,63 - 10° 4,20 - 104 2,57 - 10 


10. Herabsetzung der Inaktivierungsgeschwindigkeit 
durch Zusatz von Gummi arabicum 
Um zu entscheiden, wieviele Protaminmolekiile zur Inaktivierung 
eines Phagenpartikels ausreichend sind, ware es nétig, den zeitlichen 
Abfall des Phagentiters bei einer bestimmten Protaminkonzentration 
von Anfang an quantitativ zu erfassen und treffertheoretisch aus- 
zuwerten. Dafiir ist aber die in den bisherigen Zeitversuchen gefundene 
Inaktivierungsgeschwindigkeit zu hoch, auch bei tiefer Temperatur; die 
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Abb.4. Zeitkurven der Hinwirkung von 0,005 % igem Protamin auf T5 mit und ohne Gummi arabicum 
Kurve 1 T5-+- Gummi arabicum; Kurve 2 = T5 4+ Gummi arabicum + Protamin; 
Kurve 3 = T5 + Protamin 


Kurven fallen anfangs zu steil ab. Daher wurde gepriift, ob sich vielleicht 
durch eine erhéhte Viscositat des Versuchsgemisches die hohe Reaktions- 
geschwindigkeit verlangsamen lit. Die Viscositat wurde durch Gummi 
arabicum erhdht, nachdem in einem Vorversuch festgestellt worden war, 
daB es selbst keine schidigende Wirkung auf die Phagen ausiibt. 

Um eine geeignete Konzentration von Gummi arabicum zu ermitteln, wurden 


Proben einer Phagensuspension mit verschiedenen Konzentrationen im Verhilt- 
nis 1:1 verdiinnt und dann mit Protamin versetzt. Als Kontrollen dienten Proben, 
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_ die mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt waren. Bei einer Gummiarabicum- 
Konzentration von 1,5% senkt 0,005%iges Protamin den Titer noch um rund 
2 Zehnerpotenzen, wahrend hdhere Konzentrationen die Protaminwirkung zu 
stark hemmen. Fiir den eigentlichen Versuch wurde eine Probe der Phagen- 
suspension mit einer 1,5°%,igen Gummi arabicum-Liésung — ebenso eine Probe 
mit physiologischer Kochsalzlésung — auf die Halfte verdiinnt. Diese verdiinnten 
Lésungen wurden sodann mit 0,01% Protamin im Verhaltnis 1: 1 versetzt, die Ansatze 
bei 37°C gehalten und aus ihnen in bestimmten Zeitabstanden Proben entnommen, 


Die Befunde dieser beiden Versuche sind in Abb. 4 dargestellt. Die 
Inaktivierungsgeschwindigkeit von T5 durch Protamin in Anwesenheit 
von Gummi arabicum wird offenbar betrachtlich vermindert, jedoch die 
anfaingliche weniger als die des ,,Resistentenanteils. Kontrollen des 
Titers des Versuchsgemisches iiber 4 Std hin ergaben, daB® auch hier — 
wie bei Verwendung niedriger Konzentrationen und Temperaturen — 
die Inaktivierungshéhe der Kontrollmischung auch durch langere Ein- 
wirkungszeiten nicht erreicht wird. Wenn es auch durch das Gummi 
arabicum nicht médglich war, die anfingliche Inaktivierungsperiode 
geniigend zu dehnen, so gliedert sich doch nun deutlich eine 2. Periode 
geringerer Reaktionsgeschwindigkeit vor dem Erreichen der ,,Sattigung* 
heraus, die in den fritheren Versuchen héchstens unsicher angedeutet 
war (z. B. Abb. 2, niedere Temperatur). 


Til. Folgerungen 


Wie schon einleitend aus der Wirkung des Protamins nur auf T1 
und T5 geschlossen wurde, greift wahrscheinlich das Gift am Adsorp- 
tionsmechanismus des Phagen an. Auch die geschilderten quantitativen 
Versuche zeigen wohl einige Analogien zwischen Protamineffekt und 
Adsorption der Phagen an die Bakterienwand. Nach ScHLESINGER (1933), 
DetBRicK (1940) sowie GAREN (1951) nimmt der Anteil Adsorbierter 
nach einer Eintrefferfunktion zu bis zu einem Sattigungsniveau. Dieser 
Reaktionstyp gilt jedoch nur fiir niedere Bakterienkonzentrationen 
(Srent u. WoLLMAN 1952). 

Die Adsorptionsrate ist von der Temperatur, von der Viscositat des 
Mediums sowie vom physiologischen Zustand der Bakterien abhangig. 
Die Protaminwirkung verlauft schneller als die Adsorption, bei der ja 
wegen der hohen Reaktionsgeschwindigkeit der Anfangsteil der Kurve 
nicht zu erhalten war. Dies braucht jedoch der Annahme einer Ahnlichkeit 
zwischen beiden Vorgangen nicht zu widersprechen. Die Anzahl der Re- 
ceptoren in der Bakterienwand ist ja je Phagenpartikel sehr viel kleiner 
als die der Protaminmolekel in den Versuchen; daher mu auch 
die Reaktionsgeschwindigkeit mit den Receptoren kleiner sein als mit 
dem Gift. Bei 0,005% iger Protaminlésung ist die Konzentration der 
Molekel rund 1000fach gegenitiber derjenigen Konzentration der Recep- 
torsubstanz, die nach Grant u. WoLLMAN (1952) maximale Adsorption 
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bewirkt. Ein deutlicher Unterschied besteht jedoch im Verhalten der 
,Sattigungsniveaus beider Reaktionen. Die bei der Adsorptions- 
Siattigung noch frei bleibenden Phagen werden auch von einem Uber- 
schuB von Bakterien nicht mehr adsorbiert. SCHLESINGER (1933) schloB 
daraus auf einen Anteil Phagen mit geringerer Adsorptionsaffinitat in 
einem Lysat. Der Versuch mit fraktionierter Protaminzugabe zeigte 
jedoch eine Inaktivierung der bei niederer Giftkonzentration tiber- 
lebenden Phagen durch die héhere Giftmenge an. Andererseits konnte bei 
der Verwendung selbst sehr geringer Giftkonzentrationen eine wesentlich 
verminderte Inaktivierungsgeschwindigkeit nicht bemerkt werden. 
Dies hatte seinen Grund darin, da dann der Anteil der tiberhaupt nicht 
Inaktivierbaren (U,) sehr hoch wird, so daB bei sehr geringen Protamin- 
mengen praktisch gar keine Phagen mehr wahrend der Versuchsdauer 
inaktiviert werden. Dieses Verhalten von U, erfordert somit eine spezielle 
Interpretation. 

Zur Erklarung der Sattigung bieten sich zunachst 3 Méglichkeiten an. 
Nach der ersten Hypothese entsteht sie durch einen Verbrauch 
des Protamins bei der Inaktivierung, so dai nach dessen Aufbrauchen 
der Rest der Phagen aktiv bleibt. Gegen diese Annahme spricht zu- 
nachst der Versuch mit Zugabe einer zweiten Phagenportion; diese wurde 
ja vom ,,verbrauchten* Protamin noch inaktiviert. Jedoch kénnte viel- 
leicht der aktive Anteil des Protamins erst durch einen Stoff entstehen, 
der in der Phagensuspension enthalten ist. Dieser, vielleicht aus dem 
Lysat stammende, Aktivator miiBte selbstverstandlich bei der Aktivierung 
des Protamins, z. B. durch Bindung, verbraucht werden; anderenfalls 
wurde er ja immer wieder neues aktives Gift nachliefern. Aber auch 
diese Moéglichkeit ist ausgeschlossen, da eine erneute Zugabe von Prot- 
amin zu der schon,,verbrauchten‘t Mischung, in der ja auch der Aktivator 
aufgebraucht sein muB, noch immer inaktivierend wirkt. Als Ausweg 
verbliebe nur noch die Annahme, da der Aktivator ein Bestandteil des 
Puffers ist (z. B. ein Spurenelement). Der Puffer diente ja als Medium 
fiir Phagen und Protamin. Hiergegen spricht jedoch die Unabhangigkeit 
des U, vom Phagentiter. Denn die Menge Puffer war in der ganzen 
Versuchsserie konstant; es sollte daher auch die Menge aktivierten Gifts 
und also die Absolutzahl inaktivierter Phagen in allen Verdiinnungs- 
stufen die gleiche sein; damit miiBte der relative Anteil der inaktiven 
Phagen U, variieren, was nicht zutrifft. Durch diese Uberlegungen und 
Versuche ist somit die erste Hypothese widerlegt. 

Als zweite Hypothese kime in Frage, daB die Sattigung U, durch ein 
dynamisches Gleichgewicht zweier gegeneinander laufender Reak- 
tionen entsteht, ahnlich Hin- und Riickmutation, Aufbau und Zerfall 
oder Adsorption und Desorption. Die Hinreaktion wiire die Inaktivierung, 
z. B. durch einen Gifttreffer, die Riickreaktion die Reaktivierung der 
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_inaktivierten Phagen, z. B. durch Abdissoziieren des gebundenen Gifts. 
Das niedere U, bei héherer Giftkonzentration kame dann durch die 
Konzentrationsproportionalitat der Giftwirkung und die Giftunabhangig- 
keit der Reaktivierung zustande. Voraussetzung der Hypothese ist je- 
doch die Reversibilitat der Inaktivierung, d.h. die Umwandlung in- 
aktiver in wieder aktive Partikel. Bei Wegnahme von Gift nach In- 
aktivierung eines gewissen Phagenanteils U, miiBte die Riickreaktion 
das Gleichgewichtsniveau zuriickschieben, d.h. U, miiBte ansteigen. 
Im Versuch lie® sich jedoch eine solche Verschiebung nicht feststellen, 
die Inaktivierung erwies sich als irreversibel gegentiber einem Verdiinnen 
des Giftes. Damit entfallt aber auch diese 2. Hypothese. 

Als letzte und mit den Versuchen gut vertragliche Erklarungsméglich- 
keit verbleibt die Hypothese, da ein Phagenpraparat eine inhomogene 
Population von Phagen ist, die sich in ihrer Empfindlichkeit gegen 
verschiedene Giftkonzentrationen unterscheiden. Die gegen eine niedere 
Konzentration resistente Phagensorte wird erst von einer hoheren Kon- 
zentration inaktiviert, die wiederum (erst gegen noch mehr Gift sensible) 
Resistente iibrig 1a8t. Die Phagensorten sind keine Mutanten, sondern 
Modifikationen. Die Zahl der verschiedenen resistenten Phagensorten 
_ ist dabei groB anzunehmen; alle werden aber schnell, schon innerhalb 
2-3 min, vollstandig inaktiviert, sofern sie auf Grund ihres Sensibilitats- 
grades dazu bereit sind. Der Anteil ,nichtbereiter®, d.h. resistenter Par- 
tikel in einer gegebenen Giftkonzentration ist U,. Die Bereitschaft oder 
Resistenz einer Partikelsorte hangt von der umgebenden Giftkon- 
zentration ab. Die Konzentration entscheidet zunachst nur tiber Resistenz 
oder Inaktivierungsbereitschaft eines Phagenpartikels. Diese Ent- 
scheidung setzt somit voraus, da® der Phage die umgebende Gift- 
konzentration irgendwie ,,miBt**. Es mussen also drei Vorgange zu- 
sammenwirken: 1. Die Konzentrationsmessung, 2. die Ent- 
scheidung tiber Resistenz oder Inaktivierungsbereitschaft auf Grund 
der Messung, 3. die schnelle und irreversible Inaktivierung nur der 
_,bereiten’ Phagen. Diese drei Vorgainge setzen entsprechende Struk- 
turen am Phagen voraus: Kine ,,MeBstelle“, eine , Inaktivierungsstelle* 
und eine ,,Verbindung dazwischen. 

Die wohl einzige fiir den Phagen in Frage kommende Methode, die 
Giftkonzentration zu messen, ist die Beniitzung des Adsorptions- 
Desorptionsgleichgewichts an einer giftaffinen »MeBflache”: 
Bei hoher Konzentration ist ein groBer, bei niederer nur ein kleiner Anteil 
dieser Flache mit Protamin bedeckt. Der Bedeckungsgrad der Meb- 
flache entscheidet iiber die Resistenz eines Phagen. Hat er einen ge- 
wissen Grenzwert noch nicht erreicht, ist der Phagentyp resistent; ist 
der Schwellenwert iiberschritten, so ist der Phage inaktivierungsbereit. 


Bei den verschieden sensiblen Phagensorten in der Population variert 
25% 
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dieser Grenzwert der Giftbedeckung der MeBflaiche. Die Inaktivierung 
ist erst méglich, wenn der Phage ,,genitigend™ Gift reversibel adsorbiert 
hat; dann wird also die Inaktivierungsstelle ,,bereit’’ gemacht ftir die 
irreversibel t6tende Wirkung des Giftes. Diese Bereitschaft besteht 


darin, daB entweder die Aktivierungsenergie oder die -entropie der 


Tétungsreaktion mit den Giftmolekeln gegentiber vorher stark gesenkt ist. 
Am einfachsten ware die Zusammenarbeit und ,,kommunikation“ 
zwischen Mef- und Inaktivierungsstelle, wenn beide raumlich neben- 


einander lagen, z. B. diese von der MeB- 
pie se chad sus%  fliche umgeben ware. Das sprunghafte 


Herstellen der Bereitschaft zum Prot- 
amineffekt beim Uberschreiten der 


z. B. einfach darin bestehen, daB ein 
materieller VerschluB vor der Inakti- 
vierungsstelle gedffnet wird. Nehmen 
wir z. B. an, daB die MeBflache einen 
Trichter oder ein Rohr bildet, an dessen 
Grund die Inaktivierungsstelle liegt. 
Bei ungentigender Bedeckung der Flache 
mit Gift waren dann noch zu viele 
Krafte frei, die die Giftmolekel an- 


aktivierungsstelle vordringen kénnen, 
sondern schon vorher abgefangen wer- 
den. Oder die Offmung wire dann durch 

Quellung ihres Randes zu klein, so daB 
Abb.5. Abhiingigkeit des Gehaltes an resi- das Gift nicht eindringen kann. Erst 
stenten T5-Phagenpartikeln U, von der S 
Protaminkonzentration ¢ und zugehérige bei ausreichend hoher Protaminkonzen- 
Biol anal aes tan Resistenten tration wird geniigend MeBfliche be- 

deckt, so da der Eingang frei ist. 
Da wahrscheinlich der Protamineffekt die Adsorption des Phagen an 
der Bakterienwand_ betrifft, wire dieser Mechanismus am ehesten am 
Haftfortsatz (,,Schwanz‘‘) zu suchen. Neben diesen einfachen Modellen 
sind natiirlich noch weitere denkbar ; jedoch lohnt es beim gegenwartigen 
Stand unserer Kenntnisse iiber den Phagenbau noch nicht, diese Spekula- 
tionen weiterzuspinnen. 

Gemeinsam muf allen solchen Mechanismen sein, da beim Ubergang 
vom noch ungeniigend zum geniigend besetzten Zustand der Me@fliche 
die Inaktivierungswahrscheinlichkeit abrupt ansteigt. Denn die Experi- 
mente zeigen ja eine sehr schnelle Inaktivierung der ,,bereiten‘’ und 
eine fast vollstandige Resistenz der , nicht-bereiten™ Phagen bei einer 
bestimmten Giftkonzentration. Ware der Ubergang weniger sprunghaft, 
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Schwellenkonzentration kénnte dann- 


ziehen, so daB diese nicht bis zur In- | 
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so wiirde die Inaktivierungszeitkurve nach Durchlaufen des schnellen 
Anfangsabfalles noch weiterhin je nach Konzentration geneigt sein und 
nicht das fast zeitkonstante Sattigungsniveau U, zeigen. 

Nach der vorstehenden Hypothese wiirde die Abhangigkeit des U, von 
der Giftkonzentration c gegeben sein durch die Haufigkeitsvertei- 
lung der Partikel verschiedenen Resistenzgrades in der Phagen- 
population. Ein Resistenztyp ist definiert durch die Grenzkonzentration 
c;, oberhalb welcher er schnell inaktiviert wird. Die Haufigkeitsverteilung 
der Typen entspricht dann der ersten Ableitung der gefundenen Konzen- 
trationskurve, dU,/de. Die gréBte Haufigkeit besitzen die Partikel mit 
der Grenzkonzentration c,, = 0,00075%, die durch den Wendepunkt 
jener Kurve gegeben ist (vgl. Abb.5). Wie ein Blick auf die Kurve zeigt, 
ist die Verteilung sehr schief, d. h. die Population enthalt einen , schweif* 
von Hochresistenten. Bedenkt man, da8 die primar an den Phagen 
variierende GréBe nicht c, sein diirfte, sondern der Anteil 6; der bei 
_,Bereitschaft‘* besetzten MeBflache, so ist die Schiefheit der Verteilung 
zu verstehen. Denn der Zusammenhang von 6; und ¢; ist gegeben durch 
das reversible Adsorptions-Desorptions-Gleichgewicht an der MefBflache. 


Der bei der Konzentration c besetzte Flachenanteil ist bestimmt durch 
Ke 


_ die Langmuirsche Adsorptionsisotherme 6 = 7 77 - Dabei bedeutet 


K das Verhaltnis von Anlagerungs- zu Desorptionskoeffizient, ete tae 
Die Abhangigkeit des b; von ¢; ist demnach nur bei niederen Konzen- 
trationen linear, bei héheren wird die Zunahme von b; mit c; immer 
geringer und 6, nahert sich fiir ¢; > °° asymptotisch dem Wert 1. Wirde 
also , statt c, als Abszisse gegen U, aufgetragen, so wiirde der , schweif* 
an Hochresistenten weitgehend verschwinden und die Verteilung 
symmetrischer werden, Bei einer solchen Umrechnung der Abszisse 
ginge allerdings K als unbestimmter Parameter mit ein. Er miifte will- 
kiirlich gewahlt werden, z. B. so, da die gewonnene Verteilung sich einer 
normalen méglichst nahert. Durch diese Willkiir wiirde jedoch vorerst 
kaum der Erkenntniswert der Hypothese erhoht. 

Nach diesem Modell ergeben sich Erklarungsméglichkeiten fir das 
experimentelle Verhalten von U, unter den verschiedenen untersuchten 
Bedingungen. Bei niedrigeren Temperaturen wurden weniger Partikel 
inaktiviert. Bei gleicher Konzentration ist in niedrigerer Temperatur also 
ein groBerer Teil der MeBflache frei; damit ist der Anteil der Resistenten 
ordBer. Das Adsorptionsgleichgewicht erscheint somit zugunsten der 
Desorption verschoben. Dies kénnte bedeuten, da die Desorption 
weniger temperaturabhangig ist als die Adsorption. Diese Temperatur- 
abhangigkeit ist bei 7 und 7’, verschieden. 

Begleitstoffe erhéhen den Resistentengehalt. Dies kommt ent- 
weder dadurch zustande, daf sie selbst Protamin binden und damit Gift 
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vor der Adsorption abfangen (d.h. die wirksame Konzentration ver-— 


mindern) oder aber, daB sie die Desorption fordern. 

Wie die Unabhangigkeit des U, von der Phagenkonzentration 
anzeigt, adsorbieren die Phagen zur Inaktivierung nur relativ wenig 
Protamin, vermindern daher die Giftkonzentration nicht merklich. 


Kine gesonderte Interpretation erfordert der beobachtete EinfluB des — 


Gummi arabicum. Hier zeigt sich das U,, welches erst nach 120 min 
erreicht wird, erhodht gegeniiber der gummifreien Lésung. Dies wiirde 
eine ahnliche Wirkung wie andere Begleitstoffe oder Temperaturerniedri- 
gung anzeigen. Dariiber hinaus wirkt aber Gummi arabicum offenbar 
noch stark verzégernd auf die friihe Phase der sonst sehr schnellen 


Inaktivierung der bereiten Phagenpartikel. Das kann als Folge der ver- _ 


—— 


minderten Beweglichkeit der Giftmolekel im hochviscésen Medium ver- — 


standen werden. Diese mu8 sich allerdings auf die Adsorption (k,) wie 
auch Desorption (k,) an der MeBflache gleich stark auswirken im Gegen- 
satz z. B. zur Temperaturerniedrigung. Gummi arabicum vermindert 
demnach nicht nur die Beweglichkeit stark, sondern hemmt auch die 
Desorption viel starker als Temperaturerniedrigung oder andere Begleit- 
stoffe. Setzt man diese Annahme als richtig voraus, so kann der anfangs 
fallende Kurventeil bis U, als Ausdruck einer zeitlichen Dehnung der 
Inaktivierungsreaktion angesehen werden. Diese Reaktion entzog sich 
ja unter den sonstigen Bedingungen wegen seiner Schnelligkeit einer 
kinetischen Analyse. Hier kann nun diese Analyse nach der Treffer- 
theorie versucht werden. 

Die Betrachtung der Kurven in Abb.4 zeigt unmittelbar, daB ein 
einfacher Eintreffervorgang (Reaktion 1. Ordnung) nicht vorliegen kann. 
Denn die Kurve verlauft nicht semilogarithmisch linear, sie hat vielmehr 
einen Knick und verlaiuft dann erst etwa linear mit geringerer Neigung?. 
Es scheint also, als ob zwei Partikelsorten inaktiviert wiirden, eine 
stark und eine weniger sensible. Die letztere ist natiirlich nicht identisch 
mit den friiher besprochenen Resistenten, da sie von seiner bestimmten 
Giftkonzentration deutlich, wenn auch langsamer, inaktiviert werden 
kann. Man kénnte jedoch meinen, daB sie zeitliche Vorstufen der Voll- 
resistenten darstellen, d. h. ein Stadium, bei dem das Adsorptionsgleich- 
gewicht infolge der verlangsamten Bewegungen der Protaminmolekel 
noch nicht erreicht ist. Dann sollte man allerdings eine allmahliche 
Zunahme der Resistenz erwarten, die Kurve sollte mit stetig geringerem 
Abfall in U, iibergehen. Dies trifft jedoch anscheinend nicht zu. Vielmehr 
sterben die Schwachsensiblen wohl mit konstanter Neigung, also kon- 
stanter Treffwahrscheinlichkeit; sie sind warscheinlich eine einheitliche 


' Diese Art der Kurvenform wurde auch fiir die Inaktivierung des Phagen T1 
durch UV, Warme und Antiserum beobachtet (Hitt 1958). 
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- Klasse. Dies macht die obige Vermutung von Partikeln mit MeBflache 


auBerhalb der Gleichgewichtsbesetzung unwahrscheinlich. 

Natiirlich kénnten die Schwachsensiblen wie die Vollresistenten 
Modifikationen sein, die sich von Anfang an in der Phagenpopulation 
befinden. Ihre Haufigkeit kann aus dem Ordinatenabschnitt der bis 
t= 0 extrapolierten Inaktivierungsgeraden (siehe Abb.4) zu 210-1 
(lg U = 0,35—1) abgelesen werden. Ihre Einheitlichkeit macht jedoch 
die Annahme wahrscheinlicher, da sie nicht auf urspriimglich individu- 
elle Variabilitat der Phagensuspension zuriickzufiihren sind, sondern 
da® sie einen Zustand des Phagenpartikels verkérpern, der erst durch 
einen Gifttreffer erzeugt wird. Der Ablauf der Inaktivierung ware dann 
zu beschreiben durch die folgenden Differentialgleichungen, in denen B 
der Anteil normaler, sensibler Phagen bedeutet, die mit der Chance f 


= inaktiviert werden und mit der Chance « in den schwachsensiblen Zu- 


Da 


stand durch Gifttreffer tibergehen; S ist der Anteil Schwachsensibler, 
die mit der Chance » inaktiviert werden; I = 1— N—S der Anteil 
inaktivierter Phagen: 

dB/dt = —(« + B) B 

dS/dt =«B—yS8 

dijdt =pB+yS8 


Der Uberlebendenanteil ergibt sich dann fir y < Bp za 


oe PAE Beer ee fie ray 
U=B+S= ee pasa 


a 4 Gadus: e-vt 
a al ea 2 


Aus dem Ordinatenabschnitt sowie den beiden Neigungen der experimen- 
tellen Kurve kann entnommen werden: 


25 

ho = Ax also y = 5,75 +10-* 
; OL, °3u25 s 
BB es Ae a + BS 1,50 
(o4 a 

ee (ETE ai ODD 
I atR-Y a eek 
o = 0,34/min B = 1,2/min. 


Die Inaktivierungstreffwahrscheinlichkeit der starksensiblen Phagen (A) 
ware also = 20fach hoher als die des schwachsensiblen Zustandes (y), die 
Wahrscheinlichkeit (a) des Ubergangs des ersten in den zweiten Zu- 
stand 3,5mal geringer als dessen Inaktivierung. Nach dieser Hypothese 
stellt die Inaktivierung durch Protamin einen 2-Stadien-EKintreffer- 
Proze8 dar. Daf die Inaktivierung des stark sensiblen Phagenzustandes 
B in einer Eintrefferreaktion geschieht, kann allerdings aus der Kurve 
wegen des Fehlens von MeBpunkten fiir sehr kurze Zeiten nicht gesichert 
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werden. Da® dies jedoch fiir die Schwachsensiblen S zutreffen diirfte, 
zeigt der etwa lineare Verlauf der Kurve. 

Die Bildung des frither diskutierten ,,bereiten Stadiums aus dem 
vollresistenten Zustand ware ein noch vor diesen beiden Schritten liegen- 
der ProzeB. Insgesamt ergibt sich somit folgendes Reaktionsschema : 


N2B<«S 
BNI¢y 

Der nicht-bereite, vollresistente Zustand N wird durch ein reversibles 
Adsorptionsgleichgewicht an der ,,MeBfliche“ in den bereiten Zustand B 
iiberfiihrt, sobald die nétige Giftkonzentration erreicht ist (c;). Fur diese 
Konzentration c, ist die Phagenpopulation inhomogen. B-Phagen werden 
mit hoher Treffwahrscheinlichkeit inaktiviert (Zustand I) oder mit etwas 
geringerer Chance in den schwachsensiblen Zustand S umgelagert. Dieser 
wird mit zwar noch erfaBbarer, aber geringerer Treffwahrscheinlichkeit 
ebenfalls in den inaktiven Zustand (I) iiberfiihrt. Die nichtbereiten 
Phagen N kénnen dagegen nicht inaktiviert werden. 

Damit ergibt sich als weitere Parallele zur Phagenadsorption, daB die 
Inaktivierung von Phagen durch Protamin wohl einen 2-Stufen-Vor- 
gang darstellt — ahnlich wie die Adsorption und Invasion von Phagen 
an ihre Wirtsbakterien (PucK et al 1951; GaREN et al 1951; STENT u. 
Wo.tiMAN 1952; BRENNER 1955). 

DaB die Procite manche Analogie zur rithaliead senior 
zeigt, hatte auch schon die Spezifitat fiir T1 und T5 (GRETCHMAN et al 
1957) sowie die oben angefiihrten Fakten ergeben. Es liegt daher nahe 
zu vermuten, daB die durch Protamin inaktivierten Phagen deshalb 
gehemmte Adsorption zeigen, weil das Gift die receptorspezifische Stelle 
am Phagenfortsatz irreversibel besetzt. Ein wesentlicher Unterschied 
zum Adsorptionsvorgang liegt jedoch in dem Auftreten des konzen- 
trationsabhaingigen Siattigungsniveaus. Dieses behinderte zwar das 
trefferanalytische Studium des zeitlichen Verlaufs der Inaktivierung 
stark, andererseits aber fiihrte es zu der Aufdeckung einer reversibel vom 
Gift zu besetztenden ,,MeBflache*’, die mit der ,,Inaktivierungsstelle** zu- 
sammenarbeitet. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Unterstiitzung der 


Arbeit. Den Herren Dr. Harm und Dr. PRext sei fiir ihre anregenden Diskussionen 
gedankt. 


Summary 


When protamine is added to phage T, or T; the fraction of active 
particles decreases quickly within 2—3 min to a nearly constant 
saturation” level (U,). The dependence of U, on the concentration of 
the poison is an s-shaped curve. When a second portion of phage is added 
to a phage + protamine mixture after the reaching of the ,,saturation“‘ 
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it is inactivated like the first portion. This shows that the saturation is 
not due to a using off of the protamine, but is caused by the presence of 
resistant phages in the population. Tests of phages from survivor-plaques 
show that the resistants are not mutants. When a second portion of 
protamine is given to such a mixture at saturation level U, decreases 
further according to the higher concentration produced. Thus, the 
particles appearing nearly completely resistant to the first concentration 
are inactivated quickly by the higher one. On the other hand, when the 
concentration is decreased by dilution the U, obtained first is not changed 
during 24 hours. This demonstrates irreversibility of the inactivation. 

U, is independent of the phage titer. It falls down with increasing 
temperature, T, giving a steaper slope than T, - U, is increased by sub- 
stances in nutrient broth, in the crude lysate or by gummi arabicum. This 
latter substance also slows down the speed of the inactivation, probably 
because of the higher viscosity. So a first very quick and a second 
somewhat slower reaction step can be recognised before the reaching of 
the saturation level. This is interpreted by a first-order-inactivation of 
two differently sensitive states which may perhaps be induced one after 
another. To explain the concentration dependent saturation level it is 
assumed that an area on the phage “‘measuring”’ the concentration of the 
protamine by using a reversible adsorption-desorption equilibrium, 
collaborates with a spot being inactivated irreversibly by a poison hit 
only if the area is covered by enough protamine. The influence of the 
concentration on U, indicates that the phage population is inhomogenous 
with respect to the amount of protamine that has to cover the ‘‘measuring 
area” at adsorption equilibrium in order to prepare or give free the spot 
for irreversible inactivation. 


Literatur 


Apams, M. H.: Methods of study of bacterial viruses; in ‘Methods in Medical 
Research”. The Year Book Publishers, Inc., Chicago III, 1950. — BRENNER, S.: 
The adsorption of bacteriophages by sensitive and resistant cells of E. coli strain B. 
Proc. roy Soc. B 144, 93—99 (1955). — DeLBrvck, M.: Adsorption of bacterio- 
phage under various physiological conditions of the host. J. gen. Physiol. 28, 
631—642 (1940). — DEMEREC, M., and U. Fano: Bacteriophage-resistant mutants 
in Escherichia coli. Genetics 30, 119—136 (1945). — Fiscusr, H., u. H. BRANDIS: 
Zur Wirkungsweise basischer Proteine auf Bakteriophagen und Bakterien. Natur- 
wissenschaften 41, 533 (1954). — Garen, A., and Tu. T. Puck: The first two 
steps of the invasion of host cells by bacterial viruses. J. exp. Med. 94, 177—189 
(1951). — GRETCHMAN, G., H. Branpis, H. FIscHER u. W. Lippert: Zur Wir- 
kungsweise basischer Proteine auf Bakteriophagen. Schweiz. Z. allg. Path. 20, 
322-329 (1957). — Hurt, R. F.:; Comparative study of Escherichia coli phage ae 
and a plaque type mutant. J. Bact. 75, 63—71 (1958). — KLEczKOWSKI, J., and 
A. KinczKowskt: Effects of clupein and its degradation products on a rhizobium 
bacteriophage, on its host bacterium and on the interaction between wee two. 
J. gen. Microbiol. 14, 449—459 (1956). — Puck, Ty. T., A. GAREN and J. CLINE: 


382 G. Srerert-GRETCHMAN u. Mitarb.: Inaktivierung der Coliphagen T1 und T5 


The mechanism of virus attachment to host cells. I. The role of ions in the primary 
reaction. J. exp. Med. 93, 65—88 (1951). — Scurestncer, M.: Uber die Bindung 
der Bakteriophagen an homologe Bakterien. I. Unterscheidung von Gruppen ver- 
schiedener Bindungsaffinitaét innerhalb der Bakteriophagen desselben Lysates. 
Die Frage der Reversibilitat oder Irreversibilitaét der Bindung. Z. Hyg. Infekt.-Kr. 
114, 136—148 (1933). — Srarirncer, P., u. F. Kaupewrrz: Ein pseudo-spezi- 
fischer Suppressor bei Salmonella typhimurium. Z. Naturforsch. 11b, 317—329 
(1956). — Srent, G., and E. L. Wottman: On the two-step nature of bacterio- 
phage adsorption. Biochim. biophys. Acta 8, 260—269 (1952). — Warren, J. M., 
L. Wertt, 8. B. Russ and H. Jerrries: Purification of certain viruses by use of 
protamine sulfate. Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.) 72, 662—664 (1949). — WarREN, 
J. M.: Progress in the purification of viruses of animals. Bact. Rev. 14, 200—209 
(1950). — WerpeL, W., G. Kocu u. F. Louss: Uber die Zellmembranen von E. coli B. 
II. Der Receptorkomplex fiir die Bakteriophagen T,, T, und T;. Vergleichende 
chemisch-analytische Untersuchungen. Z. Naturforsch. 9b, 398—406 (1954). — 
WEIDEL, W.: Erzwungene Infektion einer phagenresistenten Mutante von E. coli B. 
Z. Naturforsch. 7b, 145—148 (1952). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 30, 8. 383—386 (1958) 


(Istituto di Microbiologia agraria e tecnica dell’ Universita di Perugia-Italia) 


Torulopsis wickerhamii nova species 
A new yeast from silage 


by 
A. CAPRIOTTI 


With 1 Figure in the text 
(Hingegangen am 12. Mai 1958) 


In the microbiological analysis of a mixture of olive husks, molasses, 
and whey used for silage, I was able to isolate 63 yeast cultures which 
I identified as 9 different species (1957). Two of them belonging to the 
genera T'orulopsis and Zygosaccharomyces are different from the species 
up to this time described and therefore have been regarded as new 
species}. 

This paper gives a complete description of the species reported to the 
genus T'orulopsis which I propose to denominate Torulopsis wickerhamit 
in honour of Professor L. J. WickERHAM of Northern Regional Research 
Laboratory at Peoria Illinois (U.S.A.). 


Description 


Origin of strains. 22 strains were investigated, all isolated from a mixture of 
olive husks (100 Kg.), molasses (2,5 Kg.), whey (15 liters) used for some conservation 
tests in half underground silos in wall-like structure. 3 strains were isolated at the 
silage time, while the 19 other strains were isolated from the same 45 days old 
mixture. 

Technical procedure. The technical procedure for the determination of the 
characters was that of SrELLING-DEKKER (1931) and LoppEr and Krecer-VANn Ris 
(1952) except for the method concerning the study of sugar assimilation. For this 
determination a method using cooked and washed agar, as already described by the 
author (1955), was considered more suitable. 

Growth in malt-extract. After 3 days at 25°C., cells globose or slightly 
elliptical, (3—5,5) « (8,5—6) microns, single or in pairs and even in little clusters. 
Slightly turbid liquid, fermentation and very scarce sediment. After one month at 
22 25° C., a sediment, transparent liquid and a superficial ring are formed. 

Growth in grape-must. After 3 days at 25°C.., the cells are globose or slightly 
oval, (3—5,5) + (3,2—6) microns, single or in pairs and in little groups; the liquid is 
rather limpid, with weak fermentation. The sediment is absent or scarcely formed. 
After one month at 22—25°C., the liquid is limpid with a sediment and a thin ring. 

Growth on malt agar. After 3 days at 25°C., cells globose, round or slightly 
oval, (2—5) + (2,6—5,5) microns, single or in pairs, budding. After one month at 
17°C., the streak culture is white-greyish, soft, rather mucous, glistening, moistened, 
smooth, rather flat, not abundant. Margin smooth. In the old cultures the streak 


1 [am obliged to Mrs. N. J. W. Krucer-Van Rav (Delft) for confirming this 


conclusion. 
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culture presents the same characters, but acquires a white-yellowish tonality and 
becomes decisively waxen. 

Growth on carrot agar. After 3 days at 25°C., the cells are globose, round or 
slightly elliptical, (2—5) - (2,6—5) microns, single or in pairs, budding. After one 
month at 17°C., the streak culture is rather abundant, whitish, soft, rather mucous, 
glistening, moistened, smooth. Margin smooth. 

Growth on bean agar. After 3 days at 25°C., the cells are small, globose or 
slightly elliptical, (2—5) - (2,6—5) microns, single or in pairs, budding. After one 

month at 17°C., the streak culture is 
very scarce, whitegreyish, cream-like, 


t “Ro 9¢Y,0 wt r= b td glistening flat, smooth. Margin smooth. 


v6 O70. C Growth on beef-extract agar. 
200000 0.920% ces i 
© 0 39900 C0 Infixed culture on must gela- 
’ n f ; ; one ive 
@ ee. " tine. After 45 days at 20°C., positive 
de, © 9 o Os QO Q liquefaction first in funnel-shape, then 
? 2 ar) fe) in cylinder-shape. 
° re) Slide culture. No pseudomyce- 


lium. 
Growth in milk. No growth. 


=% Fermentation. Glucose +; ga- 
lactose —; maltose —; sucrose —; 
lactose —; raffinose —; inulin —; 
dextrine —. 

Sugar assimilation. Glucose +; 
galactose +; maltose — or +; su- 
crose —; lactose —; raffinose —. 

Assimilation of N-substances. Ammonium sulphate + ; potassium nitrate + 
asparagine +. 

Ethanol as sole source of carbon. Very weak. 

Splitting of arbutine. Positive. 

Fermentative power. In normal grape-must (pH = 3,5), 2 to 3,87 vol.-°/ 
alcohol. 


Fig. 1. Torulopsis wickerhamii nov. spec. 
(after 3 days in malt-extract). x 800 


Discussion 

The fact that this microorganism has globose cells, does not form 
spores nor pseudomycelium, assimilates potassium nitrate and_ splits 
arbutine, demonstrates that it belongs systematically according to 
STELLING-DEKKER (1931), LoppER (1931) and LoppEr and Krecer- 
Van Ruy (1952) to the genus T'orulopsis. According to the above men- 
tioned authors the species up to this time described as Torulopsis which 
ferment only glucose, are: 7'.molischiana (Zikes) Lodder; 7. glabrata 
(Anderson) Lodder and De Vries; 7’. candida (Saito) Lodder; 7’. famata 
(Harrison) Lodder and Kreger-Van Rij; 7’. ernobii Lodder and Kreger-Van 
Rij; 7’. inconspicua Lodder and Kreger-Van Rij. 

The table 1 indicates the distinguishing morphological and physiological 
characters of the above mentioned species together with those of Toru- 
lopsis wickerhamii nova species. 

The data show that Torulopsis wickerhamii nova species is different: 
from 7’. molischiana (Zikes) Lodder because it assimilates galactose and 
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potassium nitrate;—from 7’. glabrata (Anderson) Lodder and De Vries | 
because it assimilates galactose and potassium nitrate and splits arbu- 
tine; —from 1’. candida (Saito) Lodder because it does not assimilate - 
and ferment sucrose, does not assimilate lactose and assimilates pot- 
assium nitrate;—from 1’. famata (Harrison) Lodder and Kreger-Van 
Rij because it ferments strongly glucose, does not assimilate sucrose 
and assimilates potassium nitrate;—from 7’. ernobii Lodder and Kreger- 
Van Rij because it ferments glucose, assimilates galactose, does not 
assimilate sucrose, assimilates potassium nitrate and splits arbutine;— 
from 7’. inconspicua Lodder and Kreger-Van Rij because it ferments 
glucose, assimilates galactose, assimilates potassium nitrate and splits 
arbutine. 

Two strains of Torulopsis wickerhamii nova species were sent to C.B.S. of Delft, 


while 9 strains were put into the yeast collection of the Institute of Agricultural and 
Technical Microbiology of the University of Perugia (Italy). 


Latina Diagnosis 
Torulopsis wickerhamii nova species 


In malto trium dierum, cellulae globosae vel leviter obovatae (83—5,5) - (3,5—6) 
micron, singulae vel binae aut acervatim paucis elementis constitutae, gemmantes. 
Elapso mense fit sedimen, medium nitidum et corona in superficie.—Maltato in 
agaro cellulae globosae vel leviter ellipticae (2—5) - (2,6—5,5) micron, singulae 
vel binae, gemmantes.—Peracto mense pellicula cineracea, speciem floris lactis 
perferens, levigata, fere aequa, marginibus puris, sat copiosa conspicitur. — Pseudo- 
mycelium non gignit. Concretum jus fluens efficit. Sporas minime quidem effor- 
mat.— Glucosum fermentatur et assimilatur. Galactosum et maltosum (languide) 
assimilantur.— Sal nitras kalicus assimilatur.— Parum augescit alcohole aethylico 
ut unum carbonii pabulum.—Gignit 2—3,87°/, aethylici alcoholi.—E terra 
sejuncta fuit. 


Summary 


A new species of Torulopsis is described; it was isolated from some 
materials used for silage. This species is named T'orulopsis wickerhamii 
nova species in honour of Prof. L. J. WickERHAM of Northern Regional 
Research Laboratory at Peoria-Ilinois-U.S.A. 
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Zygosaccharomyces mrakii nova species 
A new yeast from silage 


by 
AUGUSTO CAPRIOTTI 


With 4 Figures in the text 
(Eingegangen am 12. Mai 1958) 


From some materials used for silage, I was able to isolate 65 yeast 
strains which belong to 9 different species (CAPRIOTTI 1957a). Two of 
them, differ in some characters from congenerous forms and have, 
therefore, been regarded as new species’. 

We are dealing with Torulopsis wickerhamii Capriotti, already de- 
scribed by the author (1958b) and with a species belonging to the genus 
Zygosaccharomyces that I propose to denominate Zygosaccharomyces 
mrakii, in honour of Professor E.M.Mrax of Department of Food 
Technology-University of California, Davis, California (U.S.A.). 


Description 


Origin of strains: 14 strains were investigated, all isolated from a mixture of 
olive husks (100 kg.), molasses (2,5 kg.) and whey (15 liters) used for some conser- 
vation tests in half-underground silos in wall-like structure (4 meters deep; 2 meters 
in diameter). 9 strains were isolated at the silage time, while the 5 other strains were 
isolated from the same 45 days old mixture. 

Technical procedure: The technical procedure for the determination of the 
characters was that of SrELLING- DEKKER (1931) and LODDER and Krecer-VAN Ri! 
(1952). For the determination of sugar assimilation the use of the method on cooked 
and washed agar already described by the author (1955) was regarded as more 
suitable. 

Growth in malt-extract. After 3 days at 25°C., the cells are prevailingly 
round, (3,2—8,7) microns, single, in pairs and in little groups. Rarely presence of 
oval to slightly elliptical cells (Fig. 1). Rather scarce development with fermen- 
tation and scarce sediment. The liquid is more or less clear. After one month at 
17°C., clear liquid, whitish, slightly abundant sediment and white ring more or 
less completely formed. 

Growth in grape-must: After 3 days at 25° C., cells are round, single or in 
pairs and in little clusters with elements of (3+ 7,5) microns. There are slighthly 
oval cells, too. Rather scarce development and slight fermentation; scarce sediment 
with clear or nearly clear must. After one month at 17° C., clear liquid with white- 


ochreaceous and slightly abundant sediment. 


1T am obliged to Mrs. N. J. W. Krecer-VAN Ris (Delft) for confirming this 


conclusion. 
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Growth on malt-agar: After 3 days at 25°C., cells are round or slightly 
elliptical, (3—7,5) - (3,2—8) microns, single or in pairs, budding. Presence of 
elongate and narrow cells of the type “pastorianus” of (3—4) - (12—24) microns. 
The average diameter of the cells is (4—6) microns (Fig.1). The streak culture is 
whitecolored, very scarce, glistening, waxen, rather flat with smooth surface. After 

one month at 17° C., the streak 

== _ ; culture is whitish to slightly pink, 

es @ glistening, flat, smooth, cream-like, 

Cc) scarcely developed, sometimes in 
QO islets. In the lower part of the 


test-tube an ochreaceous reddish 


ra €9 © colour may be present and a pig- 
‘* ‘ 


ment of the same colour may 


Mae pe diffuse into the substratum. 


Growth on potato-agar: 
After 3 days at 25°C., cells are 
round or slightly elliptical, single 
: or in pairs or even in 3—4 elements, 

5 (3—7,5) - (3—8) microns. After one 

() month at 17° C., the streak culture 

aS og ec £) is scarcely abundant, waxen 

whitish, rather flat, glistening, 

Fig. 1. Zygosaccharomyces mrakii nov. spec. smooth but sometimes with surface 

(after 3 days in malt-extract). x 600 slightly wrinkled. Sometimes the 

streak culture becomes red-ochrea- 

ceous, with diffusion of a pigment 

G “A no of the same colour into the sub- 
Ng e) re aes stratum. 


we! 
eo 
oe 


‘@) Growth on carrot-agar: 

Oo ; e) : ro) aia days at 25° C., cells a 

roundish, (2,5—9) microns, single 

@' 4 ag or in pairs, budding. Presence of 

9 small cells of 2,5 microns in dia- 

& on, meter, of bigger cells of 8—9 mi- 

; - crons and even of intermediate 

Qo 4 er) ‘e" cells of 4—7 microns. After one 

© » month at 17° C., the streak culture 

14) is white-yellowish, glistening, flat, 
© smooth, scarcely developed. 


¢ - ry - 
ors 
Aan ee” 

xrowth on bean-agar: After 
3 days at 25° C., cells are round 
or slightly elliptical, single or in 
pairs, (8—7,5) - (83,2—8) microns. 
The streak culture is whitish, waxen, dry, glistening, scarcely developed, surface 
imperfectly smooth, margin smooth. 


Fig. 2. Zygosaccharomyces mrakiti noy. spec. 
(long cells after 3 days in malt agar), x 600 


Growth on potato: After 3 days at 25° C., cells are roundish, (8—7,5) + (3,18) 
microns, single or in pairs, budding. The streak culture is scarce, whitish, glistening. 
In rather old cultures the colour is white-greyish. 


srowth on beef-extract- agar: No growth. 


Slide culture: No pseudomycelium, 
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Growth on must-gelatine: In the isolated culture there are rather small 
colonies, slightly raised, at the beginning rusty gradually developing a more intense 
to black colour. In the infixed culture scarce development of superficial, red-rusty 
colored colonies. No liquefaction. On gelatine-must the development is generally 
very scarce even after 45 days at 18° C., and sometimes completely absent. 

Growth in milk: After one month there is no growth. 


Fig. 3. Zygosaccharomyces mrakii nov. spec. (spores on malt-agar after one month). x 600 


Sporulation: On malt-agar isogamous conjugation and parthogenetical 
conjugation, too. The asci contain 1 or 2 spores (2,5—3,2) microns, round and with 
smooth walls (Fig.3). 

Fermentation: Glucose +; galactose -- ; maltose —; sucrose +; lactose —; 
affinose -+- (complete); inuline —; dextrine —. 


Fig. 4. Zygosaccharomyces mrakii nov. spec. (giant colonies on malt-gelatine after 4 weeks) 


Sugar assimilation: Glucose +; galactose +; maltose —; sucrose +; 


lactose —; raffinose +-. 
Assimilation of N-substances: Potassium nitrate —; ammonium sulphate +; 


asparagine +. 
Ethanol as sole source of carbon: No growth. 


Splitting of arbutine: Negative. 

Fermentative power: In normal grape-must (pH 
indicated as vol-°/o. 
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= 3,5) 3,62—5,57 of alcohol 
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Discussion 


The fact that this microorganism forms asci both gamously and par- 
thogenetically with smooth wall spores, ferments glucose strongly, does 
not assimilate potassium nitrate and does not split arbutine, demonstrates 
that it belongs, according to Srerimc-DEKKER, systematically (1931), 
to the genus Zygosaccharomyces, whilst, according to the new concept 
of Lopprr and Krecer-VAN Ris (1952), it belongs to the genus Sac- 
charomyces. 

These last authors, eliminated the genera Zygosaccharomyces and 
Torulaspora regarding as Saccharomyces all the species that STELLING- 
DEKKER had referred to the above mentioned two genera. The validity 
of this concept has been discussed elsewhere (CapRioTtr 1958a). The 
systematic simplification, proposed by Lopper and KrecEr-VAN Rigs 
which is scientifically based on the interesting researches of WINGE 
and LINDEGREN and their schools, leads to strong doubts and frequent 
uncertainties. 


To the author is seems advantageous to maintain the three genera 
Torulaspora, Zygosaccharomyces and Saccharomyces. Then it becomes 
easier to identify the different species because the manner of forming 
the ascus and the ability to form protuberances are distinctive characters 
that help validly in the diagnosis. Considering this, we have to list the 
differences between Zygosaccharomyces mrakii and the species up to 
this time described. It differs from all the Zygosaccharomyces species 
listed by STELLING-DEKKER (1931) because it ferments raffinose comple- 
tely. The species able to ferment completely raffinose, which LopDER 
and KreGEr-VAN Ris (1952) identified as Saccharomyces, are the follow- 
ing: S. logos Van Laer and Denamur; — S. uwvarum Beijerinck; — SN. 
carlsbergensis Hansen; — S. microellipsodes Osterwalder; — S. floren- 
tinus (Castelli) Lodder and Kreger-Van Rij (= Zygosaccharomyces floren- 
tinus Castelli). 

The following table 1 indicates the distinguishing characters of the 
above mentioned species together with those of recently described Sac- 
charomyces smittii Capriotti (1958¢) and Torulaspora nilssonii Capriotti 
(1958 a). 

It is therefore evident, that the streak culture characters, the ability 
to form reddish pigment, the form and dimension of cells distinguish 
Zygosaccharomyces mrakii nov. spec.: from Saccharomyces logos Van 
Lear and Denamur, S. warum Beijerinck, S. florentinus (Castelli) Lodder 
and Kreger-Van Rij, S. carlsbergensis Hansen because it does not ferment 
and does not assimilate maltose; — from S. microellipsodes Osterwalder 
because it is able to form gamous asci with 1—2 spores; — from S. 
smittii Capriotti because it does not assimilate maltose and forms 
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gamous asci with 1—2 spores; — from Torulaspora nilssoni Capriotti 
because it does not form protuberances and does not ferment inulin. 

The Zygosaccharomyces species described by SaccHErTr (1933) as 
Zygosaccharomyces versicolor, which forms a red-violet streack culture, 
differs from Zygosaccharomyces by its positive fermentation and assi- 
milation of lactose. 


Two strains of Zygosaccharomyces mrakii nov. spec. were sent to C. B.S. of 
Delft, while 10 strains were put into the yeast collection of the Institute of Agri- 
cultural and Technical Microbiology of the University of Perugia (Italy). 


Latina Diagnosis 


Zygosaccharomyces mrakii nova species 


In malto: cellulae vel leniter obovatae (3—7,5) micron, singulae, binae, gemi- 
nantes vel parvis turmis. — Elapso mense fit sedimen et medium nitidum. — In 
agaro maltato: cellulae globosae vel leniter obovatae (3—7,5) + (3,2—8) micron, 
singulae vel binae gemmantes. — Frequentiores inveniuntur cellulae 4—6 micron 
dimetientes. Elapso mense adest pellicula albida ad leviter fulvam, lucida, aequa 
speciem floris lactis perferens, fere laevigata, interdum parvis zonis, haud copiosa. 
Ima in fistula pellicula haec colorem ducit interdum subrudidum-ochraceum, 
similiter tingens et substratum. — Pseudomycelium haud gignit. — In musteo 
concreto jure gignitur massa rubida-nigrescens; non fit fluens nec rimosa. Asci 
isogamici vel parthenoparientes, 1—2 sporis rotundis, levibus parietibus (2,5 bis 
3,2) micron, praediti. — Glucosum, galactosum, saccharum et totaliter raffinosum 
fermentat. Glucosum, galactosum, saccharum et raffinosum assimilantur, Nitras 
kalicus minime assimilatur. — Praesente alcohole aethylico, veluti unico carbonii 
fonte, minime augetur. — Arbutinam non findit. — Alcohol aethilicum editum: 
magnitudine 3,6—5,5°/,. — E rebus silatis sejuncta fuit. 


Summary 


A new species of Zygosaccharomyces is described; it was isolated from 
some materials used for silage. This species is named Zygosaccharomyces 
mrakit nov. spec. in honour of Professor E. M. Mrax of Department 
of Food Technology-University of California (U.S.A.). 
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(Aus dem Staatsinstitut fiir Allgemeine Botanik und Botanischer Garten, Hamburg) 


Der Farbstoff von Cordyceps militaris L.* 


Von 
INGEBORG FRIEDERICHSEN und Horst ENGEL 


(Eingegangen am 22. Mai 1958) 


Die Fruchtkérper des auf Raupen und Puppen parasitierenden Pilzes 
fallen bekanntlich durch ihre leuchtend orange-rote Farbe auf. Der Farb- 
ton spricht zwar fiir Carotinoide, aber unseres Wissens liegen Angaben 
dariiber bisher nicht vor. Wir ergriffen daher die Gelegenheit zu einer 
Untersuchung, als wir Ende Oktober 1957 in den Besitz einer Anzahl 
Fruchtkorper gelangten, die in der Hahnheide bei Trittau sowie auf 
dem Friedhof Hamburg-Ohlsdorf gesammelt worden waren. 

Zunachst wurde versucht, das Pigment mit den iiblichen organischen 
Lésungsmitteln aus den Fruchtk6rpern zu extrahieren. Einige frische 
Exemplare des Pilzes wurden mit Aceton verrieben und iiber Nacht 
unter N, stehen gelassen. Zu unserer Uberraschung war jedoch die Lés- 
lichkeit des Farbstoffs sehr gering. Erst nach Zugabe von Wasser, vor 
allem beim Erwarmen, ging der groBte Teil mit goldgelber Farbe in 
Lésung. Es gelang jedoch nicht, den Farbstoff mit Hexan, Petrolather, 
Ather oder CS, aus dem Aceton-Wassergemisch auszuschiitteln. Dagegen 
lie8 er sich allmahlich in Chloroform iiberfiihren, in dem er offenbar 
maBig léslich ist. 

Wurden die Fruchtkérper unmittelbar mit Wasser verrieben und er- 
wirmt, léste sich das Pigment leicht und ziemlich vollstandig. Aber auch 
jetzt hatte die Uberfithrung in die tiblichen organischen Lésungsmittel 
keinen Erfolg. Lediglich durch unmittelbare Behandlung der Frucht- 
k6rper mit Athanol oder Methanol trat Lésung ein, wenn auch wesentlich 
langsamer als mit Wasser. Von allen gepriiften Lésungsmitteln erwies 
sich somit Wasser als am besten geeignet. Auffallend war die Bestandig- 
keit der Farblésungen. Sie konnten tagelang an der Luft stehen, ohne 
daB sich eine Veranderung im Absorptionsverhalten zeigte. 

Nach Einengung unter vermindertem Druck im N,-Strom wurde die 
athanolische Lésung im Rundfilter-Entwickler (Desaga- Heidelberg) 
chromatographiert. Der Farbstoff wanderte auf dem Rundfilter (Schl. 
& Sch. 2043b) als einheitliche, unscharf begrenzte, gelbe Ringzone, ohne 
da eine Aufteilung erfolgte. Nach dem Trocknen des Chromatogramms 


* Herrn Prof. Dr. WALTER Mevius zum 65. Geburtstag gewidmet. 
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lieB sich der Farbstoff nicht mit Hexan, Petrolather oder CS, eluieren, 
wohl aber mit Eisessig, in dem er mit goldgelber Farbe in Lésung ging. 

Der Rest der athanolischen Losung wurde iiber Nacht unter N, im 
Fisschrank aufbewahrt. Dabei fiel in sehr geringer Menge ein orange-- 
rot gefarbter, kristalliner Niederschlag aus. Die Kristalle losten sich 
weder in Chloroform, Schwefelkohlenstoff noch in Pyridin, wohl aber 
wieder sehr leicht in Wasser. Wegen 
der geringen Substanzmenge war 
es leider nicht méglich, das weitere 
Verhalten der Kristalle zu priifen. 
Aus dem gleichen Grunde konnte 
bisher auch nicht festgestellt werden, 
wie sich der Farbstoff bei der Ver- 
seifung verhalt. 

Die siulenchromatographische Un- 
tersuchung mittels Aluminiumoxyd 
und Wasser als Lésungsmittel fihrte 
zu keinem Ergebnis. Der Farbstoft 
wurde nicht adsorbiert, auch nicht, 
wenn als Adsorbens CaCO, diente. 

Wurde die Chloroformlésung mit 
konz. H,SO,unterschichtet, entstand 
eine Violettfairbung. Das war der 
erste Hinweis aufein Carotinoid. End- 
giiltige GewiBheit brachte die spek- 
tralphotometrische | Untersuchung 
des Farbstoffs in Chloroform und 

:  Athanol. Als MeBgerat diente das 
koa! #60, 900m ~~ ZeiB-Spektralphotometer PMQ II. 
Abb. 1. Cordyceps militaris. Absorptionskurve Wie die Abb. 1 erkennen 1aBt, lieferte 
des orangeroten Farbstoffs in Chloroform. : 5 ie P 
Maxima: 424, 448/49 und 478 my die Untersuchung eine dreigipfelige 
Absorptionskurve, wie sie fiir die 
meisten Carotinoide charakteristisch ist. Die Absorptionsmaxima in 
Chloroform lagen bei etwa 424, 448 und 478 my, in Athanol bei 422, 445 
und 474 my. Die wiBrige Losung lieB nur einen Hauptgipfel bei 448 mu 
erkennen. Die Kurve erinnert sehr an die des Lycopins, nur mit dem 
Unterschied, da die Maxima betrachtlich in den kiirzerwelligen Bereich 
abgeriickt sind. In den iiblichen organischen Loésungsmitteln Hexan, 
Petrolather und CS, konnte das Absorptionsspektrum nicht bestimmt 
werden, da keine geniigende Auflésung erfolgte. 

Jedenfalls kann kein Zweifel bestehen, daB der orange-rote Farbstoff 
von Cordyceps militaris ein Carotinoid ist. Dem Anschein nach legt 
nur ein Pigment vor. Das Auffallende an diesem ist seine Léslichkeit in 
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Wasser, da wasserlésliche Carotinoide bei den Pilzen bisher nicht be- 
obachtet wurden. 

Um welchen Farbstoff es sich handelt, mu8 einstweilen dahingestellt 
bleiben. Die Befunde sprechen jedoch fiir eine dem Crocin nahestehende 
Substanz (siehe dazu Karrer u. JUCKER 1948, GoopwIn 1955), namlich 
leichte Loslichkeit in Wasser, bemerkenswerte Bestiandigkeit der Farb- 
stofflésungen, Verschiebung der Absorptionsschwerpunkte in den kiirzer- 
welligen Bereich des Spektrums und schlieBlich die Form der Absorp- 
tionskurve. Die Verlagerung der Maxima deutet auf Verminderung der 
konjugierten Doppelbindungen hin, d. h. auf ein Carotinoid mit kurzer 
C-Kette, die Gestalt der Kurve mit ihren besonders gut profilierten 
beiden langerwelligen Maxima auf acyclische Struktur ahnlich der des 
Lycopins. 

Die Untersuchungen sollen fortgesetzt werden, sobald weitere Frucht- 
k6orper zur Verfiigung stehen. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft durchgefiihrt. Wir danken Fraulein H. WACHENFELD fiir ihre wert- 
volle Mithilfe. 


Zusammenfassung 


Der orange-rote Farbstoff von Cordyceps militaris L. stellt ein in 
Wasser leicht lésliches Carotinoid dar, das dem Crocin nahe zu stehen 
scheint. 
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Zur Phenolearbonsdurebildung von Phycomyces 
aus C-markierten Substraten* 


Von 
W. BRUCKER** und U. DREHMANN 


Mit 1 Textabbildung 
(Eingegangen am 19. Mai 1958) 


Fir die Erklarung der biologischen Cyclisierung und Aromatisierung 
aliphatischer Substrate sind im wesentlichen drei Wege beschritten 
worden. Nach Davis u. Mitarb. (1953) verlauft die Bildung alicyclischer 
Verbindungen bei Escherichia coli aus der im Glucosephosphat-shunt 
entstehenden Sedoheptulose iiber die Shikimisiure und Prephensaure 
zu einer groBen Zahl von Phenylpropanderivaten. Nach der Hypothese 
von Brrcu u. Mitarb. (1953) dagegen bestehen die Ausgangsstoffe fiir 
die Ringbildung aus 2-Kohlenstoff-K6érpern, die sich nach einer ,,Kopf- 
Schwanz‘‘-Addition zum Ring schlieBen. Als cyclisches Zwischenglied 
wird dabei die Bildung von meso-Inosit angenommen. Eine dritte von 
KLvuyYVER u. Mitarb. (1939) und in spaterer Zeit besonders von Kursa- 
now (1956) vertretene Hypothese fiihrt tiber die direkte Cyclisierung 
der Glucose zum m-Inosit, der dann durch Dehydratisierung zu Phenolen 
und deren Derivaten weiter verarbeitet werden soll. Allen genannten 
Hypothesen gemeinsam ist die Annahme eines Ausgangsstoffes aus dem 
Zuckerstoffwechsel. 

Wie aus friiheren Versuchen des einen von uns hervorgeht, hatte sich 
bei der Biogenese der Gallussiiure durch Phycomyces blakesleeanus in 
ernihrungs- und hemmungsanalytischen Studien eine unmittelbare, 
wesentliche Beteiligung des Zuckerstoffwechsels nicht nachweisen lassen 
(Brucker 1956a u. 1957a). In einer breit angelegten Untersuchung 
(WhyYGAND, Brucker, GRISEBACH u. ScHULZE 1957) lieB sich unter 
Verwendung von m-Inosit-!4C allgemein zeigen, daB eine Aromatisierung 
des m-Inosits zu Catechinen in Teeblattern, Cyanidin in Rotkohlpflinz- 
chen und Gallus- und Protocatechusiiure durch Phycomyces nicht erfolgt. 
Dagegen ergab sich eine gewisse Beziehung der Phenolcarbonsiure- 
bildung des Pilzes zum Fettsiurestoffwechsel (BRUCKER 1956b) und 


* Herrn Professor Dr. Dr. K. Loumann zum 60. Geburtstag gewidmet. 


** Teilweise auf der Tagung der Deutschen Botanischen Gesellschaft (1957) 
in Heidelberg vorgetragen. 
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eine deutliche Verknipfung mit dem Aminosiuremetabolismus (BRUCKER 
1957b). Diese Ergebnisse sollen im folgenden durch die Verwendung 
M4C_markierter Substrate tiberpriift und erweitert werden. 


Methodik 

Der Pilzstamm Phyc. blak. XX XVII H 102 (BurcErFrF) wurde auf einer von uns 
modifizierten Nahrlésung nach Scuorrer (1935) kultiviert: 30g Glucose; 2 ¢ 
Glycin; 0,5¢ MgSO,-7H,O; 1,5g KH,PO, und 40g Aneurin in 11 dest. 
Wasser; in 200 ml Erlenmeyerkolben mit je 50 ml Lésung bei 25° + 1° C (siehe auch 
Brucker 1955a u. b). Die “C-markierten Verbindungen wurden entweder der 
gesamten Nahrlésung oder bei Verwendung von 4C-markierten Aminosaiuren nach 
Fortlassen des Glycins zugegeben. Die Auswertung aller Versuche erfolgte 12 Tage 
nach dem Beimpfen. 


Bestimmung der Gallus- und Protocatechusadure 
5 ml der gebrauchten, auf + 2° C abgekiihlten Nahrlésung wurden mit 1 ml 


 gesattigter Kalilauge 45 sec im Mischzylinder geschiittelt. Die auftretende Rot- 


farbung verblaBte nach wenigen Minuten!. Die Zugabe von 2—3 Tropfen 5°/,igem 
Trylon B (Athylendiamin-tetraessigsaure nach Neutralisation) verringert das Aus- 
bleichen der Farblésung wesentlich, ohne auf die anfangliche Starke der Farbung 
einen meBbaren Einflu8 zu haben. Die colorimetrische Messung erfolgte sicherheits- 
halber einheitlich nach weiteren 20sec. Im Beckman-Photometer ergab sich ein 
Maximum des Absorptionsspektrums der Farblésung bei 2 = 420—500 mu. Eine 
klare Trennung zwischen Gallusséiure und Protocatechusaure lie8 sich nicht er- 
zielen. Ein zweites Absorptionsmaximum bei / = 250—270 mu ist wegen der 
Uberlagerung mit der Absorption von Purinderivaten meStechnisch fiir unsere 
Zwecke nicht verwertbar. Alle Messungen erfolgten daher bei 436 mu und 1 cm 
Schichtdicke (minimale Flissigkeitsmenge 0,5 ml) unter Verwendung einer Queck- 
silberhochdrucklampe HQE 40 als Lichtquelle. Die BRichkurve verlauft von 1- bis 
30/,igen Losungen linear. Der MeBfehler betragt etwa 3°/o. 

Zur Untersuchung des Einbaues “C-markierter Substrate wurden die gebrauchte 
Nahrlésung und die gewachsenen Pilzthalli folgendermafen fraktioniert: 

Wir extrahierten die gebrauchte Nahrlosung nach Ansauerung 5mal mit der 
insgesamt 5fachen Menge frisch destillierten Athers und die Pilzthalli nacheinander 
5mal mit insgesamt je 500 ml Ather, Athanol und Wasser. In der Atherfraktion 
befanden sich die Phenolcarbonsauren. Diese lieBen sich im Partridge-Gemisch 
(Butanol—Essigsiure—Wasser = 4:1:5, obere Phase) aufsteigend chromato- 
graphieren (Schl. u. Sch.-Papier Nr. 2043b) und durch Besprithen mit ammoniaka- 
lischer Silbernitratlésung anfarben (Rr = Gallussiure 0,70—0,75 und Protocatechu- 
saure 0,80—0,85). 


Die Atmungskohlensiure bestimmten wir als Bal4CO,. Eine chemische Bindung 


des respiratorischen CO, im Nahrmedium findet nicht statt (GLADTKE u. BRUCKER 
1958). Der pu-Wert der Nahrlésung sinkt im Laufe der Kultur von 5 auf ungefahr 3 
ab. Die Aktivitatsbestimmung der gebrauchten Nahrlosung, des atherischen, 
alkoholischen und waBrigen Extraktes aus den Pilzen, des Pilzriickstandes und 
des Atmungs-!4CO, erfolgte mit einem 27-Methan-DurchfluBzahler, an dem die 
Zahlausbeute etwa 20°/, der absoluten Aktivitat betrug. Die Selbstabsorption 
der weichen f-Strahlung des radioaktiven Kohlenstoffs schalteten wir durch 


er Farbkérper mit organischen Lésungs- 


1 Angaben iiber die Ausschiittelung d 
Sauerstoff u. a. bei BRUOKER (1955a). 


mitteln und iiber den Hinfluf von Temperatur, 
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Herstellung von gewichtslosen MeBSpraparaten aus. Die Papierchromatogramm- 
streifen wurden mit einem diinnfenstrigen Geiger-Miiller-Glockenzahler (Fenster 
1,3 mg/em?) mit 1 cm Objektabstand bei konstanten Geometrieverhaltnissen 
gemessen (Zihlausbeute = 1/9). 


Synthese der verwendeten 4C-markierten Verbindungen 


Zur Darstellung von p,L-Asparaginsaure-4-!C und p,L-Alanin-3-4C verwendeten 
wir die fiir Synthesen von Aminosauren haufig gebrauchte Umsetzung von Form- 
aminomalonsiurediithylester mit Alkylhalogeniden oder bromierten Estern mit 
anschlieBender Verseifung und Decarboxylierung des Reaktionsproduktes. 


1. p,L-Asparaginsaure-4-4C nach Wane, WINNECK u. HumMEL (1951). 


Wir fiihrten die Synthese mit 20 mMol Formaminomalonsiurediathylester und 
Bromessigsiureathylester-1-!4C (44 wC) (TuRBA u. SCHOLTISSEK 1954, BrntecK 1955 
und DrEHMANN u. Born 1957) in alkoholischer Lésung bei Gegenwart der erforder- 
lichen Natriumathylatmenge durch und erhielten nach Decarboxylierung und Ver- 
seifung 1,25 g p,L-Asparaginsdure-4-4C mit 22 uC. 


Chemische Ausbeute: 48°/, 

Isotopenausbeute: 50°/, 

F: 278°C unter Zersetzung 
gefunden Theorie 

C 36,08°/5 36,199/5 

H 5,749/, 5,27%/, 


2. p,t-Alanin-3-4C. 


Der Mikroansatz von 13 mMol; 2,54 ¢ Formaminomalonsaurediathylester; 1,85 ¢ 
Methyljodid-“C mit 161 « C; 0,89 g Natriumathylat; wenige Kristalle Natriumjodid 
in 25 ml abs. Alkohol, wurde nach dreitaigigem Stehen, anschlieBendem achtstiindi- 
gen Kochen am Riickflu8 und Filtration des ausgeschiedenen Natriumjodids im 
Vacuumexsiccator zur Trockne gebracht. Nach Verseifung und Decarboxylierung 
des Riickstandes in 19 ml konz. Salzsiure und weitgehendem Einengen im Vacuum 
bei Zimmertemperatur fiihrten wir die Isolierung des synthetisierten D,L-Alanins-3- 
MC auf verschiedenen Wegen durch: 

a) Behandlung der wiBrigen Lésung des Verdunstungsriickstandes mit Kohle, 
Neutralisation mit konz. Ammoniak bis px3, Einengen im Vacuum und Trennung 
des erhaltenen Ammoniumehlorid- und p,L-Alanin-3-“4C-Gemisches durch mehrfach 
wiederholte fraktionierte Mikrosublimation bei 10-? mm Hg und 160—200°C. 

b) Reines p,L-Alanin-3-"C geringerer spez. Aktivitat erhielten wir (s. a. Lorr- 
FIELD 1947) durch gemeinsame Kristallisation der markierten Verbindungen mit 
zugesetztem inaktiven D,L-Alanin aus methylalkoholischer Lésung. 


Ausbeute: 0,517 g D,L-Alanin-3-“C mit 70/uC 
Chemische Ausbeute: 44,59/, 
Isotopenausbeute: 43°/, 
F: . 260°C unter Zersetzung. 
gefunden Theorie 
C 39,7 J, 40,4 °/, 


H 7,59°/ 7,86°/, 
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3. p,L-Alanin-1-4C modifiziert nach LorrrreLpt (1947). 


Durch Zersetzung von Kaliumceyanid-“4C mit 50°/,iger Schwefelsaure gewannen 


_ wir Cyanwasserstoff-C in einer fiir die geringen Mengen der markierten Synthese 


geeigneten Apparatur (Abb. 1). 497 mg KCN (80 uC) und 10 g 50°/jige Schwefel- 
sure ergaben 175 mg Cyanwasserstoff-4C (Aktivitat nicht gemessen), das sind 88°/, 
der Theorie (ZIEGLER 1921). 

Mikroansatz mit 6,5 mMol: 175 mg Cyanwasserstoff-C; 4,25 ml Ammoniak, 
259/,; 255 mg Acetaldehyd wurden in einem verschlossenen Kolben tiber Nacht auf- 
bewahrt. Nach Zugabe von 11,6 ml 40°/,iger Bromwasserstoffsaure kochten wir die 
Lésung in 4 Std zu einer Paste, die dann mit 5 ml Methanol bei —40°C verrihrt 


Hg-Manomerer 


Abb. 1. Apparatur zur Darstellung von Cyanwasserstofi-*C 


kstandes und Nachwaschen mit wenig Methyl- 
ung mit Ammoniak und fallten das markierte 
p,t-Alanin-1-44C zusammen mit zugesetztem inaktiven p,L-Alanin aus. Von Mutter- 
laugen kristallisierten beim Einengen weitere Mengen p,u-Alanin-1-4C. 

1,32 p,L-Alanin-1-'C mit 60 ae) 


wurde. Nach Abfiltrieren des Riic 
alkohol neutralisierten wir die Lés 


Ausbeute: 


Jsotopenausbeute: 75/9 

F: 260°C unter Zersetzung. 
gefunden Theorie 

Cc 40,0 %/o 40,4 Jo 

H 7,509/ 7,86°/5 


4. Brenztraubensaures Natrium-2-“4C. 

Eine 0,5 n Losung von Brenztraubensaure-2-"C (DREHMANN u. Born 1957) in 
frisch ausgekochtem dest. Wasser wurde bei 0-420 tropfenweise mit raga) 
freier 0,5 n Natronlauge bis zu einem px-Wert zwischen 6 und 8 versetiat ve" 
Biochemical Preparations Vol. 2, Seite 22, New York, 1952). poh ea a ia * 
Wassers im Vacuum bei weniger als 30°C hinterblieb das ries hg in se “3 
kristallisierter Form. Es wurde durch Verreiben mit wenig 95 /yigem Alkohol zur 
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Kristallisation gebracht, abgesaugt, mit Ather gewaschen und bei Zimmertempera- 
tur getrocknet. Durch Fallen der alkoholischen Mutterlaugen mit Ather konnten 
weitere Mengen brenztraubensaures Natrium-2-4“C gewonnen werden. 


Ausbeute: 90°/, 

Na: gefunden 20,9°/y. Theorie 20,9°/. 
AuBerdem wurden kommerzielle Praparate von Essigséure-1-4C und Glycin-1-4C 
benutzt. 


Ergebnisse 

Wir gaben zu 250 ml Nahrlésung in 5 K6lbchen insgesamt 135 mg 
Kalium-acetat-1-“C. Nach 12tagigem Pilzwachstum wurde die in Tab. 1 
wiedergegebene Aktivitatsverteilung gefunden. Etwa 94°/) des zu- 
gegebenen Acetats sind von den Pilzen aufgenommen worden. Sehr hohe 
Aktivitat fand sich im Atherextrakt aus den Pilzen. Entsprechende 
Ergebnisse fanden BERNHARD, ABISCH u. WAGNER (1957). Ein waBriger 
Auszug aus diesem vom Ather befreiten Extrakt erbrachte jedoch nur 
noch 1°/, der zugegebenen Gesamtaktivitat. Der Atherextrakt aus der 
Nahrlésung und der waBrige Auszug des atherischen Pilzextraktes 
wurden nunmehr gemeinsam chromatographisch analysiert. Ungefahr 
75°/, der aufgesetzten Aktivitit fand sich in Hohe der Gallus- und 
Protocatechusiure. Die restlichen 25°/, waren iiber den ganzen Papier- 
streifen verteilt. Damit besaBen die gebildeten Phenolcarbonsauren 2,7°/, 
der insgesamt zugegebenen Aktivitét. Ware der Einbau des C-Geriistes 
der zugegebenen 90 mg Essigsiure-1-“C in Phenolcarbonsaéure vollkom- 
men, kénnte maximal eine C-iquivalente Menge von 72 mg Gallussaure 
entstehen. Wir fanden jedoch nur 30 mg = 42°/, der Theorie. Ebenso 
viel Aktivitét mi®te in den Phenolen gefunden werden, wenn deren 
Kohlenstoff véllig dem zugegebenen Acetat entstammte. Da aber nur 
2,79/, der zugegebenen Aktivitat gewonnen wurden, entstammen 5°/, des 
Kohlenstoffgeriistes der gebildeten Phenole dem zugegebenen Acetat. 
Dieses Ergebnis sagt nichts aus tiber eine etwaige Umbildung der im 
Stoffwechsel selbst entstandenen Essigsiure zu Phenolcarbonsauren. Die 
tatsichliche Einbaurate kann hoéher liegen als sie direkt aus der Akti- 
vitatsverteilung der zugegebenen Essigsiure bestimmt werden kann. 

Etwa ein Fiinftel (20,8°/,) der zugegebenen Aktivitat fand sich in der 
Atmungskohlensiure wieder. Unter der Annahme, dafi die im Stoff- 
wechsel der Pilze entstandene Essigsiure im gleichen Verhaltnis ver- 
atmet worden ist wie das dem Medium zugegebene Acetat und die 
CO,-Menge nur aus der vollstiindigen Oxydation der Essigsaiure (direkt 
oder indirekt) stammt, liBt sich die Gesamtmenge an zugegebener und 
entstandener Essigsiure zu 244 mg berechnen. Dem entspricht eine 
C-aquivalente Menge von 195 mg Gallussiure. Gefunden wurden 30 mg 
= 15,4°/). Die Aktivitatsverteilung ergab nur 2,7°/). Maximal 13°/, des 
C-Geriistes der produzierten Phenolcarbonsiuren stammen nunmehr aus 
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dem Kohlenstoff der gesamten zugegebenen und gebildeten Essigsaure. 
Bei einem direkten Einbau wire ein wesentlich hoherer Prozentsatz zu 
erwarten gewesen. 


Tabelle 1. Zusammenstellung der Aktivitdtsverteilung nach Zugabe von Essigsdure-MC 


LP ae aa eel learns iene imme Maren: Neate daeeate ens ene 
| Prozent 
Probe | Imp./min. der dem Medium 
zugegebenen 
Aktivitat 
Ausgangs-Nahrlésung. .....- - Adee, sap aes 2 079 250 100,0 
Gebrauchte Nahrlésung nach 12tagigem Pilzwachs- 

(EET Ga ME eile Rall ated iiigry Ayes, oa! (174 000) (8,5) 
Atherextrakt aus der Nahrldsung . . ..... - 52 300 2,6 
Extrahierte Nabrlésung nach 12tagigem Pilzwachs- 

(AUIS oan Ne aS Nowak Merete Fie ie ee 121 800. | 5,9 
Atherextrakt aus den Pilzthalli. ......-.--. 723 100 | 33,0 
Alkoholischer und wi8riger Extrakt aus den Pilzen 268 400 | 13,0 
BEAD ICIS UAINO goessat ameeccinaceeesenare angie oem oms a Hex 265 700 12,8 
imunge-CO,anibixivenAtnodsimspintd . y oteegues 430 500 20,8 
Insgesamt wiedergefunden 1 861 800 88,1 


Versuche von Kress u. Mitarb. (1952) zeigen, dab nach Zugabe von 
Essigsaure-1-“4C wider Erwarten eine nur unbedeutende Radioaktivitat 
in den Intermediiren des Citronensiurecyclus zu finden ist. Hohe Akti- 
vitat weisen dagegen die Lipoidfraktion und die Atmungs-CO, auf. Um 
auszuschlieBen, daB die zugegebene, physiologisch , inaktive Essigsaure 
einem anderen Stoffwechselweg unterliegt als das im Pilz entstandene 
Acetat (siehe auch Nossat, Hansen u. Lapp 1957), haben wir in einem 
nachsten Versuch dem Nahrmedium Na-Pyruvat-2-4C zugegeben. Nach 


12tagigem Pilzwachstum befanden sich noch ungefahr 10°/, der zu- 
gegebenen Gesamtaktivitat in der Nahrlésung. Davon waren 18°, (1,86 
der Ausgangsmenge) mit Ather extrahierbar. Der Atherextrakt aus den 
Pilzen enthielt etwa 35°]. Die Atmungskohlensaure besa 249/,, und 
etwa 22°/, verblieben im Pilzriickstand nach den Extraktionen. Die 
chromatographisch gereinigten Phenolcarbonséuren konnten nur 11,62) 5 
der Gesamtaktivitat aufweisen. Das bedeutet nach der wie oben durch- 
gefiihrten Rechnung, daB weniger als 5%/, des C-Geristes der ent- 
standenen Phenolcarbonsiuren der zugegebenen Brenztraubensaure-2-4C 
entstammen. 

Shikimisiure wird seit langem als Vorstufe aromatischer Verbindungen 
angesehen. Wir haben deshalb im Ernahrungsversuch iiberpriift, ob sich 
durch Zugabe von maximal 4 g/l Shikimisiure im Nahrmedium die 
Phenolcarbonsiurebildung steigern laBt. Nach 12tagiger Kultur lag das 
Trockengewicht der auf Shikimisiure gewachsenen Pilze mit 240 mg 
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etwas tiber dem Gewicht der Kontrollen mit 210 mg (Mittel aus je 
10 Kulturen). Die Phenolbildung aber war in beiden Fallen annihernd 
gleich: 3,3 bzw. 3,7 mg/100 mg Trockengewicht. 

AuBerdem versuchten wir die biologische Bildung von Shikimiséure 
aus Sedoheptulose-phosphat durch Inhibition des Glucose-phosphat- 
shunt kompetitiv (DickENS u. GiocH 1951) durch Zugabe von Nicotin- 
siureamid zu hemmen (Tab. 2). Neben einer erheblichen Wachstums- 
beeinflussung mit einem ausgepragten Gewichtsmaximum nach Zugabe 
von Nicotinsaureamid bis zur Endkonzentration von 10-4 mol fanden 
wir keine wesentliche Veranderung der gebildeten Menge an Phenolcarbon- 
siuren, wenn wir diese auf gleiches Pilzgewicht bezogen (100 mg TG). 
Der Glucose-6-phosphatcyclus und die Shikimisaéure scheinen daher 
fiir die Phenolcarbonsaurebildung von Phycomyces keine unmittelbare 
Rolle zu spielen. 


Tabelle 2 
Einflup von Nicotinséiureamid auf die Bildung von Phenolcarbonsduren 


Nicotinsaéure- Trockengewicht Phenolcarbonsiurebildung 
amid (TG) 
molar : 
in mg mg gesamt mg/100 mg TG 
Kontrolle 129 6,5 5,0 
10-7 132 6,4 4,8 
102° 121 5,8 4,8 
10-4 163 Pes 4,5 
5-10-+ 151 7,2 4.8 
10-3 146 6,7 4,6 
Zi: 10-3 91 4,1 4,5 
4-10-8 125 0,6 4.8 
6:10 12 0,6 4,8 
8210-4 8 0,4 (5,0) 
10-2 5 0,2—0,4 (4—8) 
5°10-" kein Wachstum — — 
LO kein Wachstum — | — 


Damit ist es in keinem der aufgefiihrten und friiheren Faille (siehe 8. 2) 
gelungen, einen fordernden Einflu8 des Zuckerstoffwechsels auf die 
Bildung von Gallus- und Protocatechusiure nachzuweisen. Die Phenol- 
carbonsiurebildung von Phycomyces scheint daher im wesentlichen un- 
mittelbar weder iiber eine direkte Cyclisierung der Glucose, noch iiber 
den oxydativen oder glycolytischen Zuckerabbau und den Krebs-Cyclus 
zu verlaufen. 

Unsere friiheren Untersuchungen hatten uns dagegen eine sehr wesent- 
liche Rolle des Ab- und Umbaues von Aminosiuren und anderen 
N-haltigen Metaboliten des Eiweifstoffwechsels bei der Bildung von 
Phenolearbonsaéuren durch den Pilz vermuten lassen. Wir verwendeten 
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daher als weiteres Substrat 1,64 mg Glycin-1-4C zu 250 ml Nahrlosung. 
Nach 12 Tagen hatten die Pilze 35 mg Phenolcarbonsaure gebildet. Die 
Aktivitatsverteilung ist in Tab. 3 zusammengestellt. 


Tabelle 3. Aktivitdtsverteilung nach Kultur auf Glycin-1-4C 


Prozent 
Probe Imp./min der dem Medium 
zugegebenen 
Aktivitat 
Ausgangs-Nahrlésung . . . 2... +--+ eee 550 000 100,0 
Gebrauchte Nahrlosung (nach 12 tiagigem Pilzwachs- 
tum) Jo got este eG a ceee eC Ce Chan a (334 500) (60,5) 
Atherextrakt aus der Nahrlésung ......-.-- 19 400 3,5 
Extrahierte Nahrlésung nach 12tagigem Pilzwachs- 

(hii & iG le bas De ee 10 on anos ecto aca inn eae 315 000 57,0 
Atherextrakt aus den Pilzthalli. ........- 10 220 2,0 
Alkoholischer und waBriger Extrakt aus den Pilz- 

thalli nach Atherextraktion . ....-..++-+-- 13 200 2,5 
Tilbaadsignael ¢ So 2 So BS Bo 6 ao o 4 myo 4 300 1,0 
PROT OO ge Nii Bn isa res Yohei he les SS 144 000 26,0 
Insgesamt wiedergefunden. . -- +--+ +++ +> 506 120 92,0 


Bei der papierchromatographischen Aufarbeitung der mit Ather ex- 
trahierten Phenolcarbonsauren zeigte sich, daB etwa 109/, (Atherextrakt 
aus der Nahrlésung) und 20°/, (Atherextrakt aus den Pilzen) am Auf- 
satzfleck verblieben oder sich mehr oder weniger gleichmaBig tiber den 
ganzen Streifen bis zur Front des Lésungsmittelgemisches verteilten. 
Die verbleibenden 90°/, bzw. 80°/, der Aktivitat sind vorwiegend in der 
Hohe der co-chromatographierten Gallussaure (Ry 0,70—0,75) zu finden. 
Bei dem Ry-Wert (0,8—0,85) der Protocatechusaure finden wir nur eine 
sehr geringe Aktivitaitserhohung gegeniiber dem durchschnittlichen 
Papierwert. Von den gefundenen fast 30000 I/min des Atherextraktes 
stammen etwa 26000 I/min aus der gebildeten Gallussiure = 4,7°/, der 
zugegebenen Gesamtaktivitat. Bei 502 mg Glycin-Zugabe zur Nahr- 
losung konnte theoretisch eine C-aquivalente Menge von 322 mg Gallus- 
siure entstehen. Wir fanden 10,8°/p (35 mg) dieses theoretischen Wertes. 
Da 4,7°/, der Gesamtaktivitit in der Gallussaure gefunden wurden, 
stammen mindestens 43°/, ihres C-Geriistes aus dem Koblenstoff des 
zugegebenen Glycins. Der wahre Prozentsatz diirfte jedoch wesentlich 
hoher liegen, denn neben dem zugegebenen konnen durch den Pilz 
gebildetes Glycin oder andere geeignete Aminosauren ebenfalls zu 
Gallussiure umgewandelt worden sein. 

Dem Nahrmedium waren 15mal mehr Glucose als Glycin zugegeben 
worden. Hine Riickbildung des aus dem des- oder transaminierten Glycin 
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entstandenen Metaboliten | 
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Der Versuch sagt nichts aus iiber die MolekilgréBe des Ausgangsstoffes 
fiir die Cyclisierung. Es konnten nach der Des- oder Transaminierung 
der ganze C,-Korper oder nach p-Oxydation die beiden C,-Bruchstiicke 


als Substrat benutzt worden sein, Durch die Verwendung von 


Alanin-1-“C und Alanin-3-C sollte diese Frage gelést werden. Wir 
gaben daher Alanin-1-“C zum Nahrmedium. Die Aufarbeitung erfolgte 
nach 12tagigem Pilzwachstum wie iiblich. Das Ergebnis (Tab. 4) fiel 
aus dem Rahmen des bisher Bekannten. Die Aufnahme des Alanins 
erfolgte ahnlich wie die des zugegebenen Glycins oder der Asparagin- 
siure. Jedoch enthielt die Atherfraktion nach papierchromatographischer 
Reinigung bei dem Ry-Wert der Gallussiure nur etwa 0,8°/, der ein- 
gegebenen Gesamtaktivitat. In der Hohe der Protocatechusiure fanden 
wir keine Aktivitat iiber dem Blindwert. Die Kohlenstoff-Einbaurate 
der gebildeten Gallussaure aus Alanin-1-4C errechnet sich daher zu 
weniger als 5°/). Daneben finden wir einen relativ groBen Aktivitats- 
anteil der Atmungskohlenséure (30°/9). Da aber zumindest ein Teil des 


~ Kohlenstoffes des Alanins sicherlich ahnlich wie im Falle des Glycins 


oder der Asparaginsaure fiir die Cyclisierung und. Aromatisierung zu 
Gallussiure verwendet werden kann, wird wahrscheinlich nach voran- 


| gegangener Decarboxylierung der verbleibende C,-Restkérper fiir die 


Phenolbildung benutzt. 

Die Richtigkeit dieser Auffassung stiitzt ein letzter Versuch dieser 
Reihe unter Benutzung von Alanin-3-4C als Substrat fiir die Gallus- 
sdurebildung. Die Ergebnisse dieses Versuches stimmen sehr gut mit 
den durch die Verwendung von Glycin-1-4C und. Asparaginsaure-4-M4C 
gewonnenen iiberein (Tab. 4). Die Atherextrakte aus der Nahrlosung 
nach dem Pilzwachstum und aus den Pilzthalli besaBen mehr als YMP 
der zugegebenen Gesamtaktivitat. Nach der iiblichen papierchromato- 
graphischen Reinigung blieb noch ein beachtlicher Wert von fast 6° 
erhalten. Das bedeutet, dab mehr als 50°/, des Kohlenstoffes der ge- 
bildeten Gallussaure aus dem zugegebenen Alanin-3-14C stammen. Die 
Aktivitat der Atmungskohlensaure petrug nur etwa 1/; der Menge nach 
Zugabe von Alanin-1-4C. 

Wir fanden in unseren Versuchen insgesamt ungefahr 90°/, der ein- 
gesetzten Aktivitat wieder. Der Rest ist in Stoffwechselprodukten, die 
in unseren Messungen nicht erfaBt wurden, zu suchen und auf die Fehler- 


breite der Zahlrohrmessungen gurickzufihren. 


Zusammenfassend méchten wir daher sagen, daB die Bildung der 
den Bedingungen der 


Gallussaure durch Phycomyces blakesleeanus unter 


Kultur in einer Schopfer-Nahrlosung (px- Wert, Zucker- und Amino-N- 
d aus den des- oder trans- 


Angebot, Altersstoffwechsel) vorwiegen ' 
aminierten Aminosauren des RiweiBstoffwechsels abliuft. Das eigentliche 


Substrat diirften dabei (,-Korper sein. 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 30 
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Diskussion 

Die Méglichkeit des Einbaues von C,-Kérpern in aromatische Sub- 
stanzen vom Typus des Phloroglucins konnte GRISEBACH (1957) bei der 
Biogenese des Ringes A des Cyanidins durch Rotkohlpflanzchen mit 
Hilfe von Essigsiure-14C nachweisen. Meso-Inosit trat dabei als Zwischen- 
stufe nicht auf. Die Hypothese von Brrcx# u. Donovan (1953) tiber die 
_.Kopf-Schwanz‘‘-Addition von Acetyl-Einheiten findet damit grund- 
siitzlich ihre Bestaétigung. Auch in unseren Versuchen sind C,-Korper 
die Bausteine der Gallussaure. Allerdings stammen diese nicht aus dem 
Zuckerstoffwechsel. Leider konnten wir auch keine nennenswerte Radio- 
aktivitat in der gleichzeitig gebildeten Protocatechusaure nachweisen. 
Die Biogenese dieser der Gallussiiure ahnlichen Phenolcarbonsaure wird 
daher wahrscheinlich bei Phycomyces nicht iiber C,-Einheiten verlaufen 
In unseren friiheren Versuchen konnten wir mit der dalaeietenea 
MeBmethode Gallussiure und Protocatechusiure nicht eindeutig trennen. 
Im stark alkalischen Milieu farbt sich Protocatechusiure gelb-rot und 
nicht rot wie die Gallussiure. Fiir die damaligen Reihenversuche (285 aus- 
gewertete Versuchsvariationen mit je 10—50 Kulturen) strebten wir ein 
komplizierteres MeSverfahren nicht an. Nach den Ergebnissen von 
Tatum u. Gross (1956) wird Protocatechusdure bei einer Newrospora- 
Mutante aus Glucose iiber Shikimisiure gebildet. In einer letzten, noch 
nicht abgeschlossenen Untersuchung konnten wir bei Phycomyces neben 
Gallus- und Protocatechusaure auch Shikimisiure nach den Methoden 
von YosHipA u. MaseGAwa (1957) sowie Wuitrne (1957) nachweisen. 
Inwieweit die gebildete Shikimisiure als Endprodukt eines anderen 
Reaktionsmechanismus oder als Intermediarprodukt fiir die Bildung der 
Protocatechusiure oder auch der Gallussiure bei Phycomyces anzusehen 
ist, haben wir noch nicht geklirt. Bei der Bildung des Cyanidins durch 
Rotkohlpflinzchen nimmt GriseBpacH (1957) im Gegensatz zur Bio- 
genese des Ringes A aus Acetyl-Einheiten die Entstehung des Ringes B 
aus Sedoheptulose tiber Shikimiséure an. 


Damit ,,lage hier der interessante Fall vor, daB in einem Molekiil zwei Wege der 


Aromatisierung alicyclischer Verbindungen — der Weg iiber Glucose-Shikimisaéure 
und die ,Kopf-Schwanz‘-Addition von Acetyleinheiten — von der Pflanze be- 
schritten wiirden* (GRISEBACH). 

Sicherlich gibt die meta-Stellung der phenolischen Hydroxylgruppen 
etwa im Phloroglucin bereits einen Hinweis auf die Bildung des Ringes 
aus C,-Kérpern. Die dritte Hydroxylgruppe am 4-C-Atom der Gallus- 
siure diirfte wahrscheinlich erst nachtraglich zwischen die meta-standi-_ 
gen Hydroxyle am 3-C- und 5-C-Atom in Parastellung zum Carboxyl- 
substituierten C gebildet werden. Die Hydroxylgruppen in ortho-Stellung 
der Protocatechusiiure lassen einen anderen Weg der Biogenese ver- 
standlich erscheinen. 
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Die zur Bildung der Gallussaure notwendigen 2-Kohlenstoffverbin- 
dungen stammten in unseren Versuchen vorwiegend aus dem Abbau 
von Aminosauren. Uber den Metabolismus des Stickstoffes in der Pflanze 
sind wir durch die grundlegenden Arbeiten von PRIANISCHNIKOW (1945 
und friiher), Morues (1926 bis heute) u. a. unterrichtet worden. Die 
nach der Des- oder Transaminierung der Aminosauren verbleibenden 
Fettsauren kénnen im allgemeinen im Krebs-Cyclus vollstandig veratmet 
werden. Bei einem reichlichen Zuckerangebot im Nahrmedium — wie 
es im Schopfer-Medium vorliegt — als exogenes Atmungssubstrat kann 
fiir Phycomyces die Bildung von Gallussiure ein Nebengleis des Aminos- 
sdureabbaues bedeuten. Die Phenolearbonsaure wird als Stoffwechsel- 
endprodukt groBtenteils in das umgebende Medium ausgeschieden. Als 
endgiiltigen Beweis fir die Richtigkeit unserer Auffassung méchten wir 
den chemischen Abbau des aromatischen Ringes der Gallussaure und 
den Nachweis tiber die Herkunft jedes einzelnen C-Atomes betrachten. 
Dariiber arbeiten wir zur Zeit. 


Zusammenfassung 


1. Die verwendeten chemischen Synthesen von Asparaginsaure-4-“C> 
Alanin-1-14C und -3-14C und Na-Pyruvat-2-4C werden beschrieben. 


2. Nach Zugabe von Acetat-1-!4C und Pyruvat-2-4C zum Nahrmedium 
nach ScHoPFER ist in der vom Pilz Phycomyces blakesleeanus in reich- 
licher Menge gebildeten Gallus- und Protocatechusaure eine maximale 
Kohlenstoff-Einbaurate von 5—139/, des C-Geriistes der Phenolearbon- 
sauren zu messen. 

3 Im Ernahrungsversuch fordert die Zugabe von Shikimisdure (maxi- 
mal 4 g/l ‘Nahrlosung) nicht die Bildung von Phenolcarbonsauren. 
Nicotinsdiureamid in den Endkonzentrationen von 10-7 bis 10-? mol als 
Inhibitor des Glucose-phosphat-shunt hat auf die Bildung von Gallus- 
und Protocatechusaure keinen merklichen Einflu. 

4. Dagegen erfolgt ein Einbau des Kohlenstoffes nach Verwendung 
von Glycin-1-4C, Asparaginsaure-4-"C und Alanin-3-4C zu mindestens 
40—54°/) — wahrscheinlich in einem noch héheren Prozentsatz — des 
‘Ideten Gallussiure. Die entstehende Protocatechu- 


C-Geriistes der gebi rto 
siure weist nur geringe Aktivitat auf. Die Radioaktivitat von 


Alanin-1-4C kann kaum in der Gallussdure, dagegen vorwiegend in dem 
Atmungs-CO, gemessen werden. 

5. Die Bildung der Gallussdure durch Phycomyces blakesleeanus aus 
C,-Hinheiten kann als ein Seitenzweig des Aminosiure-Abbaues unter 
den Kulturbedingungen in einer Schopfer-Nahrlosung betrachtet werden. 


Fraulein M.-L. JURGES und Fraulein EB. PopitscHKA haben in dankenswerter 


Weise assistiert. . 
ae, 
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E (Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen) 


Untersuchungen iiber Mycelwachstum 
und Fruchtkérperbildung bei einigen Basidiomyceten 


, (Polystictus versicolor, Polyporus annosus, 

: Pleurotus ostreatus und Psalliota bispora)* 

< Von 

L WoLreané Koc 

i Mit 9 Textabbildungen 

e- 

_ (Hingegangen am 25. Mai 1958) 

~ 

A Bei den Basidiomyceten beschranken sich ernahrungsphysiologische Unter- 
b suchungen meist auf das Mycelwachstum (LINDEBERG 1944, Menin 1954, WoLF u. 
: Wo te 1947, Hawker 1950, Litty u. BaRNert 1951) und die Fruchtkérperbildung 


(WAKEFIELD 1909, Sammelreferat von BAavENDAMM 
1939, neuere Arbeiten von Hope 1938 und Bavcock 1948). Auf synthetischen Nahr- 


béden sind die zur Fruchtkorperbildung notwendigen Ernahrungsbedingungen nur 


fiir wenige schnellwiichsige Arten genau untersucht worden, so fiir Collybia velutipes 


von PLUNKETT (1953) und AscHan (1954) sowie fiir verschiedene Coprinus-Arten 
von BruuE-HaAnseEn (1953 Tund II), MADELIN (1956) und ScHELER-CORRENS (1956). 


Die nachstehenden Untersuchungen sollen vor allem den Wert ver- 
kstoffverbindungen fiir die Fruktifikation 


schiedener Kohlenstoff- und Stic 
einiger weiterer Basidiomyceten klaren. Als Untersuchungsobjekt wurden 


die Holzzerstérer Polystictus versicolor Sacc. und Polyporus annosus 
Fries (Polyporaceae) sowie Pleurotus ostreatus Jacq. und der auf Kompost 
wachsende Kulturchampignon Psalliota bispora Schaffer u. Moller 


(Agaricaceae) gewahlt. 

Bei Polystictus versicolor (Schmetterlingsporling) ist das Mycelwachstum auf 
synthetischen Nahrbéden schon von La Fuze (1937) untersucht worden. Uber 
seine Fruchtkérperbildung in Reinkultur existieren nur verstreute Angaben, und 
zwar nur von natiirlichen Nahrbéden: Coon (1912) beobachtete Fruchtkérperbildung 
auf Kirschagar, Lone u. Harson (1918) auf Maiz- und Pastinakenagar und Lutz 
(1925) auf einem BuchensagemehInihrboden mit Zusatzen von Kohlenhydraten und 
Salzen. 

Von Polyporus annosus (ein Wurzelpilz) finden sich in der Literatur tiber Frucht- 


kérperbildung auf synthetischen Nahrbéden keine Angaben. Jedoch hat Cart- 
chtkérperbildung auf sterilisierten Holzklétzchen berichtet, 


wricut (1946) tiber Fru J 
und GLASER u. SOSNA (1956) haben zwei winzige krustenformige Fruchtkorper auf 
Malzagar beschrieben. Von einem sehr ahnlichen Vertreter der Gattung, dem oleich- 
falls Koniferenwurzeln infizierenden Polyporus schweinitzii Fr., hat CHILDS (1937) 


auf natiirlichen Nahrbéden 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat in Gottingen 
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fiinfzig verschiedene Stamme auf Malzagar untersucht. Er erhielt von eini- 
gen Stimmen Fruchtkérper, aber nur sehr selten Hymenien. Mit der Variabilitat 
der Stémme aus verschiedenen Zonen der Erde und von verschiedenen Wirten be- 
schaftigten sich Mc. Naps (1954) sowie GLASER u. SosNna (1956). Wegen seines guten 
Mycelwachstums wird der Pilz haufig fiir Antibioticateste benutzt (ENEBO 1943, 
BsORKMANN 1949, NESEMANN 1953). 

Von Reinkulturen von Plewrotus ostreatus, dem eBbaren Austernpilz, existieren 
nur bei HuMPHREY (1933) und Frypiay (1934) Angaben tiber Temperaturabhangig- 
keit des Mycelwachstums und bei Cartwrigut u. Frypiay (1946) itiber Fruchtkérper- 
bildung auf Malzagar. Dort, ebenso wie bei FatcK (1917), finden sich auch An- 
gaben tiber Bildung abnormer Fruchtkérper bei schlechter Beleuchtung. Mit- 
teilungen iiber Fruchtkérperbildung auf synthetischen Nahrbéden lieBen sich in der 
Literatur nicht finden. 

Obgleich der Kulturchampignon, Psalliota bispora, seit tiber 100 Jahren wirtschaft- 
lich kultiviert wird, sind die Bedingungen fiir seine Fruchtkérperbildung nicht be- 
kannt!. Die Ernteertrage sind immer noch stark von Zufillen abhangig. Der hohe 
Eiweiigehalt der Fruchtkérper sowie das viele, in dem als Kultursubstrat dienen- 
den fermentierten Pferdemist enthaltene Bakterieneiweif (WakSMANN u. NISSEN 
1932) unterstiitzen die Vermutung, da der Champignon zur Fruktifikation Eiweib- 
stoffe oder EiweiBabbauprodukte braucht. Die Tatsache, daB alle in der Praxis 
neuerdings gebrauchlichen sogen. ,,synthetischen Komposte* ebenfalls durch bak- 
teriellen AufschluB biologischer Produkte wie Stroh, Saigemehl und Fichtennadeln 
hergestellt und dann ohne vorhergehende Sterilisation mit Champignonmycel be- 
impft werden, kénnte sogar auf eine Mitwirkung lebender Mikroorganismen schlie- 
Ben lassen. Ungeklart ist auch die Wirkungsweise der in der Praxis iiblichen Erd- 
bedeckung des Kultursubstrats. Zycua (1939, 1940) glaubte sie rein physikalisch 
als Regulation der Wasserabgabe und -aufnahme deuten zu kénnen. Dem wider- 
sprechen aber die Untersuchungen von PizeR u. Leavur (1947), die keine Gesetz- 
maBigkeit fiir die Brauchbarkeit der Erde finden konnten. Auch SrotiEers (1952) 
Vermutung, die Erde absorbiere ein fliichtiges, vom Champignonmycel selbst ge- 
bildetes Antibioticum, das die Fruchtkérperbildung hemmt, entbehrt hinreichen- 
der Beweise. Wesentlich klarere Vorstellungen als iiber die Auslésung der Frucht- 
kérperbildung bestehen iiber deren Weiterentwicklung. Hier spielen Luftfeuchtigkeit 
(ZycuHa 1939), Kohlendioxydgehalt der Luft (LAMBERT 1934) und hinreichende Ent- 
fernung fliichtiger Stoffwechselprodukte (nach MapER 1943 ungesattigte Kohlen- 
wasserstoffe) eine groBe Rolle. 


A. Methodik 


Stammkulturen: Polystictus vers. stammt aus der Sammlung des Pflanzen- 
physiologischen Instituts in Gottingen, Plewrotus ostr. aus dem Centraalbureau 
voor Schimmelkultures in Baarn, Psalliota bisp. aus der Sammlung des Forst- 
botanischen Instituts in Hannoversch Miinden, und Polyporus ann. wurde aus 
Fruchtkérperplectenchym neu isoliert. 

Als Kulturgefisse fiir die Agarkulturen dienten Enghals-Erlenmeyer von 
300 cm? Inhalt, fiir die Brotkulturen Stehkolben von 250 cm? Inhalt, simtlich aus 
Jenaer Glas. Verschluf der Kolben mit Stopfen aus Zellstoff. 

Nahrbéden: 1. Natiirliche Nahrbéden: Biomalz-Agar aus 5°/, Biomalz und 
1,5°/) Agar (pa 5,8) und ein Brotnaihrboden folgender Zubereitung: Frisches 
Roggenbrot (Graubrot) wird in 1. cm groBe Wiirfel geschnitten, im Trockenschrank 

* Gut untersucht sind dagegen Sporenkeimung [GEuRina (1953)], Karyologie 
[ Hern (1 930), KriGMANN (1942, 43)] und Mycelernahrung [TREscHow (1944), Humn- 
FIELD u. SUGIHARA (1952)]. 
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bei 90—100° CG getrocknet, dann in die Kulturkolben eingewogen und im 
Trockenschrank bei 120° zwei Std sterilisiert. Vor dem Beimpfen wird es mit der 
entsprechenden Menge von sterilem dest. Wasser iibergossen (meist 35 cm? auf 
15 g trockenes Brot). 2. Synthetischer Nahrboden (nach LinpeperG 1944, TRE- 
SCHOW 1944, Fries 1954), Grundzusammensetzung (variierte Mengen und. Stoffe 
werden im experimentellen Teil mitgeteilt): Glucose (Monohydrat) 50,0 g; d,l-c- 
Alanin 0,5 g; KH,PO, 1,0g; MgSO, ° 7H,O 0,5¢; FeCl, - 6 H,O 4,8 mg; MnCl, - 
4H,O 9,9mg; ZnSO,-7H,O 4,4 mg; CaCl, - 6 H,O 110 mg; Aneurinhydro- 
chlorid 30y; Agar-Agar (Kobe I in Faden, ge- 
wassert) 15,0g¢; quarzdestilliertes Wasser 1000 cm?; 
px 5,8. Jeder Kolben erhielt 50 em? Agar. Da die 
Polyporaceen in der Natur meist horizontal vom 
Substrat (Baumstamm) abstehende Fruchtkérper 
bilden, wurden die fiir die Fruchtkérperbildung be- 
stimmten Kolben beim Erstarren des Agars hori- 
zontal gelegt und nach dem Erkalten des Agars 
wieder aufgestellt. Der Agarnahrboden hatte dann 
die Form eines Kegelsegments mit fast senkrechter 
Oberflache (Abb. 1). 

Impfmaterial: Die Kulturen standen in einem 
hellen Zimmer auf Tischen und Regalen bei 
20 + 1°C. Die Stammkulturen wurden in Reagens- 
glasern auf Malzagar kultiviert. Bei den Versuchen 
iiber Vitaminheterotrophie und N-Stoffwechsel 
wurde das Impfmaterial auf synthetischen Agar- 
nabrbéden ohne Vitamin- bzw. Stickstoffzusatz 
gezogen, um die Ubertragung dieser Stoffe durch 
das Impfmaterial auszuschlieBen. Zur Impfung 
wurden gleichgroBe (etwa 7 mm?) Agarbléckchen 
mit Mycel tibertragen. 

Protokollierung: Der Durchmesser der Mycel- A Lis oe eae 
scheibe wurde in mm gemessen. Unterschiede in eit at. centhetisehem Grund: 
der Myceldichte wurden folgendermafien charakteri- -nahrboden mit fast senkrechter 
siert: 0 Mycel kaum sichtbar, einzelne Hyphen Agarwand. 
iiberkriechen das Substrat; {1 diinner Myceliiber- 
zug; 2 mittlerer; 3 dichter Mycelfilz. Beim Auftreten der ersten F ruchtk6rper- 
anlage und des ersten reifen Fruchtkérpers wurde das Kulturalter protokolliert. 
Die weiteren Beobachtungen muBten bei den einzelnen Arten verschieden vorge- 
nommen werden. 

Polyst. vers. bildete in Kultur meist krustenformige, runde bis ovale Fruchtkorper, 
deren Durchmesser gemessen wurde, Befanden sich mehrere Fruchtkérper im Kol- 
ben, so wurden ihre Flachen addiert und der Gesamtdurchmesser berechnet. AuBer- 
dem wurde der Beginn der Hymeniumbildung festgestellt. 

Pleurot. ostr. bildete in Kultur meist Fruchtkorper mit langem Stiel und kleinem 
Hut. In den interessierenden Fallen wurde der Etiolementsquotient: Stiellange/Hut- 
breite gebildet. Die Fruchtkorperbildung wurde dabei nach folzendem Schema be- 
urteilt; — keine Fruchtkorper, + einzelne abortive Fruchtkorper, --+ em bis 
drei normale Fruchtkorper, +--+ vier und mehr normale Fruchtkorper. 

Die Versuche konnten aus technischen Griinden nur mit drei (Vorversu che) undf tinf 
he) Parallelkolben durchgefiihrt werden. Hine statistische Sicherung mit 


(Hauptversuc 
ttleren Fehler (t Verteilung) ist dabei unzureichend. Hine Sicherung 


dem dreifachen mi pei U ; ‘ 
nach der x? Verteilung (Parau 1943) wurde, wo sie sinnvoll war, durchgerechnet. 
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In etwa 800 Versuchen wurden mehr als 3000 Einzelkulturen angesetzt und un-— 
gefahr 30000 Messungen und Beobachtungen durchgefiihrt. Ein Versuch dauerte 
bei Polyst. vers. zwei, bei Polyp. ann. und Pleurot. ostr. sechs Monate, bei Psall. bisp. 
wurden die Kulturen sogar acht Monate beobachtet. 


B. Vorversuche 


Hauptzweck der Arbeit war zwar, die chemischen Voraussetzungen fiir die 
Fruchtkérperbildung zu kliren. Da sich aber in der Literatur keine eindeutigen 
Angaben tiber die physikalischen Faktoren (Licht, Temperatur, Wasserstoffionen- 
konzentration) finden lieBen, muBte deren EinfluB zunachst in einigen kurzen Ver- 
suchen gepriift werden. 


1. Geeignete natiirliche Nahrbéden 


Polyst. vers., Polyp. ann. und Psall. bisp. wurden bei den Vorversuchen stets 
auf 5%, Biomalz und 1,5% Agar kultiviert. Fiir Plewrot. ostr. fand dagegen z. T. der 
dafiir giinstigere Brotnihrboden Verwendung. Polyst. vers. wuchs auf Brot nicht 
so gut wie auf Malz, Psall. bisp. gedieh auf Brot iiberhaupt nicht. 


2. Temperatur 

Die Temperaturabhangigkeit wurde nicht genauer untersucht, weil das umstiand- 
lich gewesen wire. Denn einerseits fallen die Optima fiir Mycelwachstum und Frucht- 
kérperbildung oft nicht zusammen, und andererseits braucht das Temperaturopti- 
mum fiir das Mycelwachstum bei einer Art nicht auf allen Nahrbéden gleich zu sein 
(HumPHReY 1933, Hawker 1954). Nach Humpurey (1933), LinpGREEN (1933), 
CartwricuT (1934), Frnptay (1934), TRescnow (1944), Carrwricnt u. FINDLEY 
(1946) sowie RENNERFELD (1949) schwankt das Optimum fiir das Mycelwachstum 
unserer vier Pilze je nach den Bedingungen zwischen 22 und 32° C. 


Higene Versuche auf Biomalz ergaben bestes Mycelwachstum fiir 
Polyst. vers. bei 27° C und fiir Psall. bisp. bei 22° C. 


3. Wasserstoffionenkonzentration 


Bei pilzphysiologischen Untersuchungen wird der genauen Einstellung des py- 
Wertes des Nahrbodens oft groBe Bedeutung beigemessen (ZycHa 1937, TRESCHOW 
1944). Andererseits ist bekannt, daB die Pilze durch ihren Stoffwechsel die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Nahrmediums stark verandern (FiscHEeR u. GAUMANN, 
1929); so kann der pxy-Wert in Psalliotamycel-Schiittelkulturen mit Harnstoff in 
drei Tagen von py 4,5 auf py 7 ansteigen (HUMEFELD u. SuarHaRA 1952). 

Kine Untersuchung des py-Einflusses auf Mycelwachstum und Fruchtkérper- 
bildung war daher nicht ohne Bedeutung. py 4 und 5 wurden mit "/,, Salzsaure, 
pu 6, 7 und 8 mit "/;) Natronlauge eingestellt. px 5,8 war bei Malzagar ohne Zusatz 
verwirklicht!. 

Anfangs war das Mycelwachstum bei 20° C stark vom pu-Wert abhangig; das 
glich sich jedoch spiiter weitgehend aus, und der Zuwachs wurde dann tiberall 
gleichmaBig. Bei Polyst. vers. waren die pu-Werte nach zwei Monaten Kulturdauer 
tiberall auf px 4 abgesunken, in den Kulturen mit dem Anfangswert 4,0 sogar auf 
pu 3. Als Optima wurden ermittelt: fiir Polyst. vers. px 6,5, fiir Polyp. ann. pu 5,5, 
fiir Pleurot, ostr. px 6,3 und fiir Psall. bisp. 6,5. 


' Die iiblichen Phosphatpuffer waren hier nicht brauchbar, da der Malzagar 
selbst sehr stark gepuffert ist. Um seine Wasserstoffionenkonzentration zu ver- 


schieben, sind Phosphatkonzentrationen erforderlich, die von den Pilzen nicht ver- 
tragen werden. 


—saa /} 
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Fruchtkérperbildung wurde nur bei Polyst. vers. beobachtet. Sie begann iiberall 
gleichzeitig nach 12+ 2Tagen, abgesehen von pu4, wo sie ausblieb. Das Frucht- 
kérperwachstum verhielt sich ahnlich wie das Mycelwachstum. Anfangliche GréBen- 
unterschiede auf den verschiedenen py-Werten wurden spater ausgeglichen. 


4. Impfkulturalter 


Die Ausgangskulturen fiir diesen Versuch waren zwischen 3 und 177 Tage alt. 
Bei den Polyporaceen dauerte die Zeit bis zum Auswachsen der iibergeimpften 
Agarbléckchen umso langer, je alter das Impfmaterial war. Sobald das Mycel- 
wachstum begonnen hatte, erfolgte es 
jedoch in allen Kulturen gleich schnell. 
Bei den beiden Agaricaceen bestand keine 
Abhangigkeit der Anwachszeit und des 
Mycelwachstums vom Impfkulturalter ; 
bei Pleuwrot. ostr. wuchs die Alteste et 3 


Kultur (177 Tage) nicht mehr an. —— ae 

Polyst.vers. bildete Fruchtkorper Be af} 
(Abb. 2). Die Fruchtkorperbildung 4 [ 
erfolgte um so schneller, je alter 


Hymenium 


: : 0 3 60 30 Tage 
das Impfmaterial war, die Frucht- ‘Alter der Impthultur 
korper wurden auch entsprechend Abb. 2. Tage bis zum Beginn der Frucht- 
groBer. — Die Ergebnisse lieBen kérper- und Hymeniumbildung vow LS 
§ ae i stictus versicolor bei verschiedenem Alter 
sich statistisch sichern. der Impfkultur. 


5. Impfmaterial 


In der Praxis werden die Champignonbeete mit Mycelreinkulturen von Mist, 
Getreidekérnern, Stroh, Tabakstengeln u. a. beimpft. Es ist méglich, daB dabei 
bereits das Impfmaterial bestimmte, zur Fruchtkorperbildung notwendige Stoffe 
mitbringt. 

Zur Priifung dieser Frage diente folgender Versuch mit Psall. bisp. Je 50 cm® 
Agarnahrboden mit Zusatz von 5% Biomalz, 5% Biomalz und Erddekokt, synthe- 
tischem Alaninnahrboden, synthetischem Alaninnahrboden + Erddekokt, synthe- 
tischem Asparaginnahrboden und synthetischem Asparaginnahrboden + Erddekokt 
wurden jeweils beimpft mit mycelbewachsenen Agarstiickchen von Biomalz, Luft- 
mycelflocken von Weizenkulturen und mycelbewachsenen Weizenkornern. 

Es ergaben sich j edoch keine gesicherten Unterschiede im Mycelwachstum, und 
Fruchtk6orper wurden iiberhaupt nicht gebildet. 


6. Nahrstoffmenge und K onzentration 
Gleichzeitig wurden die Malzkonzentration zwischen 1, 2, 5 und 10°/, und 


die Nahrbodenmenge zwischen 10, 25 und 50 cm® variiert. 
Das Mycel wuchs stets unabhangig von der Nahrbodenmenge. Als optimale 


Konzentration ergab sich fiir alle vier Pilze 5°/) Biomalz. Auf den héheren Konzen- 
trationen war das Mycel, besonders bei den beiden langsam wachsenden Agaricaceen 
dichter als auf den niedrigen. Die Unterschiede im Mycelwachstum lieBen sich 
statistisch sichern. 

Die Fruchtkérperbildung (nur bei Polyst. vers. beobachtet, Abb.3 u. 4) 
wurde verzogert mit wachsender Nahrbodenmenge und beschleunigt 
mit wachsender Konzentration. Die Fruchtkérpergrofe nahm zu mit 
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Menge und Konzentration. Die Hymeniumbildung erfolgte bei Konzen- 


trationen unter 5°/, nur noch in einzelnen Fallen. Sie erfolgte bei 10°/, 
schneller als bei 5°/, und hing nicht von der Nahrbodenmenge ab. 


60 


JO 


a 10 % Malz 


Abb. 3. Tage bis zum Beginn der Fruchtkérperbildung von Polystictus versicolor bei verschiedenen 
Nahrbodenmenge und -konzentration 
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Abb. 4. Fruchtkérperdurchmesser (mm) von Polystictus versicolor bei verschiedener Nihrbodenmenge 
und -konzentration nach 56 Tagen 


7. Licht 


Um den Hinflu8 der Lichtintensitaét zu priifen, wurden zahlreiche Kolben am 
Fenster aufgestellt. Ein Teil von ihnen wurde mit wei®en Papiertiiten verschiedener 
Dicke bedeckt, soda Lichtintensitiiten zwischen 8000 und 1000 Lux entstanden. 


Das Mycelwachstum der beiden Polyporaceen war von der Belichtung 
unabhangig; die Agaricaceen wurden durch Licht der angewandten In- 
tensitat etwas gehemmt (Myceldurchmesser bei Psalliota nach 28 Tagen 
bei 0 Lux 79 mm, bei 4000 Lux 72mm und bei 8000 Lux 66 mm; fiir 
Pleurotus s. Tab. 1.) 


a 
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Die Fruchtkérperbildung von Polyst. vers. war lichtunabhangig, ab- 
gesehen von den Dunkelkulturen auch das Taba hueorine watcher: Im 
Dunkeln kamen die Fruchtkérperanlagen nicht itber das Stadium erbsen- 
eroBer blaBgelber Sclerotien hinaus. Die Hymeniumbildung wurde durch 
schwache Beleuchtung stark verzdgert. Die Fruchtkorper waren im 
allgemeinen gelb, nur bei 8000 Lux braunlich und auf der Oberseite wie 
in der Natur mehr oder weniger stark hell-dunkelbraun gezont. 


Tabelle 1. Pleurotus ostreatus. Mycelwachstum und Fruchtkérperbildung 
bei verschiedener Beleuchtung 


[is Speen | s000 | = 4000 2000 1000 | 208 0 
Mycel @ nach | | 

7 Tagen (mm) | 1h41,6°) 2241.9 | 234 O50 34+ 2,1 
Fruchtkorper i 

Beginn n. Tg. 49-+2.9 | 43+ 0,0 43-+0,0 | 45+ 2,0 | 48— 5,0 as 
Fruchtk6rper | 

Grad eres Sede sh) \ ehh ++ ++ ae 
Etiolements- 

quotient 1,9 4,3 8,0 50 50 — 


1 Durchfiihrung bei elektrischem Dauerlicht. 


Bei Pleur. ostr. wurde der Lichteinflu8 auf die Fruchtk6orperbildung 
auf Brotnahrboden untersucht (Tab.1). In volliger Dunkelheit fand. 
keine Fruchtkoérperbildung statt. Die Form der Fruchtkérper war sebr 
stark von der Beleuchtung abhangig: bei 8000 Lux und zeitweiser 
Sonne war der Stiel kurz, und der relativ groBe Hut hatte eine braun- 
gelbe Oberseite, an der Hutunterseite gut ausgebildete Lamellen. 
Bei 2000—4000 Lux war der Stiel lang (40—70 mm) und der Hut klein 


(5—10 mm Durchmesser) mit dunkelgrauer Oberseite; Lamellen waren 


nicht ausgebildet oder héchstens schwach angedeutet. Bei 20—1000 Lux 
(Clavaria): sie waren. 


ahnelten die Fruchtkorper einem Ziegenbart 
geweihartig verzweigt, die einzelnen Aste waren diinn. und lang (Durch- 


messer 2—5 mm, Lange 50—70 mm); sie trugen an den Enden hoéchstens 
winzige Ansatze von Hiiten. 

Jur Ausbildung normaler Fruce 
Beleuchtung notwendig. 


htkérper ist bei Pleurotus also starke 


unter gleichmaBiger, starker 
rsuche trotzdem bei gedampf- 
Ausbildung der Fruchtkorper 


Da sich gréBere Versuchsreihen im Zimmer nicht 
Beleuchtung aufstellen lieBen, muBten die weiteren Ve 
tem Tageslicht unter Verzicht auf eine vollig normale 


durchgefiihrt werden. 
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C. Hauptversuche 


I. Synthetische Arbeitsweise 
1. Kohlenstoff- und Stickstoffkonzentration 

a) Nur bei Polyst. vers. wurde sowohl die Stickstoff- als auch die 
Kohlenstoffkonzentration variiert. Als Kohlenstoffquelle diente Glucose, 
als Stickstoffquelle Alanin, und zwar das leicht und billig zu beschaffende 
Racemat d,l-a-Alanin, von dem die untersuchten Pilze nur die links- 
drehende, natiirliche Komponente, also nur die Halfte der zugesetzten 
Mengen, verwerten kénnen. 


Pmm 
I0 
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Abb. 5, Myceldurchmesser (mm) von Polystictus versicolor bei verschiedener Kohlenstoff- und 
Stickstoffkonzentration nach 5 Tagen 


Der Vorversuch mit den verschiedenen Malzkonzentrationen hatte gezeigt, daB 
5 bis 10% Biomalz entsprechend 1,2 bis 2,59 Kohlenstoff und 0,034 bis 0,067°%° 
Stickstoff am giinstigsten waren. Daraus lief sich jedoch nicht entnehmen, ob der 
begrenzende Faktor der Stickstoff oder der Kohlenstoff ist. AuBerdem besteht noch 
die Méglichkeit, da’ das C/N-Verhaltnis fiir die Fruchtkérperbildung von Bedeu- 
tung ist. Deshalb wurden gleichzeitig der Kohlenstoffgehalt zwischen 0,5 und 5% 
Glucose entsprechend 0,18 und 1,8°% Kohlenstoff und der Stickstoffgehalt zwischen 
0,05 und 5% Alanin entsprechend 0,00039 und 0,0039 96 auswertbarem Stickstoff 
variiert. Da in einem Vorversuch mit konstantem Kohlenstoff- und Stickstoff-. 
gehalt und Zusatz von einerseits Aneurin, andererseits auBerdem Biotin, Nicotin- 
siureamid, Pantothenséure und Meso-Inosit bei letzteren eine starkere Férderung 
zu sehen war, wurden auBerdem fiinf Vitamine zugesetzt, und zwar je Liter: 
Aneurin 30, Biotin 30, Nicotinsiureamid 6 mg, Natriumpantothenat 6 mg, 
Meso-Inosit 30 mg. 


Das Mycel entwickelte sich unabhingig von der Alaninkonzentration 
(Abb. 5) und wuchs bei niedrigen Glucosekonzentrationen schneller als 
bei hoheren. Die Fruchtkérperbildung begann zwischen dem 17. und 
23. Kulturtag und wurde durch hohe Glucosekonzentrationen ver- 
zogert. Sie war unabhangig von Alaninkonzentrationen zwischen 0,05 


va 
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und 0,209/). Durch Alaninkonzentrationen von 0,5°/, wurde sie meist 


voéllig unterbunden. Die Hymeniumbildung unterblieb in den meisten 
Fallen: auf 5°/, Glucose und 0,05°/, Alanin bildeten alle drei Parallel- 


_ kolben Hymenien aus; in zwei Parallelkolben geschah es auf 2°/, Glucose 


und 0,05°/, Alanin sowie auf 5°/) Glucose und 0,1°/, Alanin und in nur 
einem Kolben auf 2°/, Glucose und 1°/, Alanin. Die Fruchtkorper- 
groBe nahm mit der Glucosemenge Zu, eine Abhangigkeit von der 
Alaninkonzentration lie® sich nicht feststellen. Die Myceldifferenzen 
lieBen sich statistisch sichern. 

b) Bei den drei anderen Pilzen wurde nur die Stickstoffkonzentration 
wie oben variiert, die Kohlenstoffquelle war hingegen konstant 
50 g/Liter Glucose. 

Das Mycelwachstum von Polyp. ann. und Pleur, ostr. zeigte keine 
Abhangigkeit von der N-Konzentration; bei Psall. bisp. bildete sich 


- nach einigen Tagen ein deutliches Optimum bei 2g d.l-a-Alanin je Liter 


heraus. 

In den drei folgenden Versuchen wurden auf Grund von Teil a) dieses 
Versuches die Kohlenstoffmenge als Aquivalent von 5°/, Glucose und 
die Stickstoffmenge als Aquivalent von 0,059, d,l-a-Alanin zugesetzt. 


2. Vitamine 
Uber den EinfluB verschiedener Vitamine auf Mycelwachstum und Fruchtkorper- 
pildung bei Polyst. vers. wurde in der Literatur nichts gefunden. Von Psall. bisp. 
ist Aneurinheterotrophie bekannt. Nach Trescuow (1944) sollen zum optimalen 
Mycelwachstum auBerdem die drei Wuchsstoffe Biotin, Pantothenséure und Nico- 
tinsAureamid erforderlich sein. Diese Beobachtung konnte jedoch bereits durch 


Frazer (1953) nicht bestatigt werden. 
Polyst. vers. und Psall. bisp. wurden auf dem Grundnahrboden mit Zusatz fol- 


gender 14 Vitaminkombinationen in den beim vorstehenden Versuch angegebenen 
Mengen kultiviert: Vitaminfrei, Thiazol'*, Pyrimidin’, Thiazol -+- Pyrimidin’, 
Aneurin, Aneurin ++ Biotin, Aneurin -- Pantothensiure, Aneurin + Nicotinsaure- 
amid, Aneurin + Inosit, 5 Vitamine ohne Biotin, 5 Vitamine ohne Pantothensaure, 
5 Vitamine ohne Nicotinséureamid, 5 Vitamine ohne Inosit, 5 Vitamine. 

Polyst. vers. erwies sich als aneurinheterotroph. Zur Erzielung guten 
Mycelwachstums geniigte aber bereits die Pyrimidinkomponente des 
Aneurins, wahrend die Fruchtkorperbildung auch durch Thiazolgabe 
noch verbessert wurde. Der Zusatz weiterer Vitamine hatte keinen 
Kinflu8 auf das Mycelwachstum von Polyst. vers. und Psall. bisp. und 
verursachte bei letzterem auch keine Fruchtkorperbildung. Die bei der 
Fruchtkérperbildung von Polyst. vers. auftretenden Unterschiede lieBen 
sich nicht sichern. 

3. Kohlenstoffquellen 


den dem Grundnahrboden statt Glucose zuge- 


Folgende Kohlenstoffquellen wur { a 
Glucose, Fructose, Saccharose, Maltose, Starke. 


getzt: keine, Glycerin, Mannit, Xylose, 


1 Nur bei Polyst. vers. 
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Die Kontrollversuche ohne Kohlenstoffzusatz zeigten, daB der Agar keine fiir 
die Pilze nutzbaren Kohlenstoffverbindungen enthielt. Die Mycelien breiteten sich 
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Abb. 6, Myceldurchmesser (mm) der 4 Pilze auf verschiedenen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen. 

Reihe 1 Polystictus versicolor nach 5 Tagen, Reihe 2 Polyporus annosus nach 8 Tagen, Reihe 3 Pleuro- 

tus ostreatus nach 21 Tagen, Reihe 4 Psalliota bispora nach 28 Tagen. Markierung: Cj Myceldichte 1, 
SS Myeceldichte 2, gg Myceldichte 3 


mit nur wenigen Hyphen iiber das Substrat aus und waren kaum sichtbar. Polyp. 
ann. und Psall. bisp. erreichten in diesem und in dem folgenden Versuch nirgends 
die auf Malzagar beobachtete Myceldichte 3. 

Die Kohlenstoffquellen wurden von den vier Pilzen verschieden aus- 
genutzt (Abb.6 links). Gutes Mycelwachstum ergaben: bei Polyst. vers., 
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Polyp. ann. und Pleurot. ostr. Maltose, Starke, Glucose und Saccharose, 
bei Psall. bisp. Starke, Fructose, Glucose und Glycerin. 
Fruchtkoérper bildete nur Polyst. vers. (Abb.7). Die Fruchtkorper- 
bildung erfolgte auf Fructose nur in zwei Parallelkulturen und sehr 
Fruch’korperbildung 
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Abb. 7 Fruchtkérperbildung von Polystictus versicolor. Beginn der Fruchtkérperbildung und der 
i 2: Hymeniumbildung, sowie Fruchtkorperdurchmesser (mm) nach 56 Tagen 


ach 18—24 Tagen. 


° : i ers Lape tata Sih 
verspitet; auf allen anderen Nahrbéden begann sl : 
jterschiede auf. 


Bei der Hymeniumbildung traten dagegen groBere Ur : 
: P ¢ pat be " <i Pees aa! 
auf Maltose schon nach 2831 Tagen, auf Glycerin und 


Sie erfolgte ; zo 
\ st nach 47—51 Tagen. Die Fruchtkérper blieben sebr 


Mannit dagegen er 
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klein auf Fructose, ziemlich klein auch auf Mannit. Auf allen anderen 
Kohlenstoffquellen erreichten sie Durchmesser zwischen 29 und 35 mm 
mit dem Optimum auf Maltose. 


4. Stickstoffquellen 

Folgende 16 Stickstoffquellen wurden dem Grundnahrboden statt Alanin 
zugesetzt: keine, Kaliumnitrat, Ammoniumchlorid, Ammoniumtartrat, Harnstoff, 
Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Asparaginsaure, Asparagin, Glutamin- 
siure, Cystein, Methionin, Phenylalanin, Arginin. 

Aus dem Kontrollversuch ohne Stickstoffzusatz war zu entnehmen, dai der 
Agar nicht ganz frei von verwertbarem Stickstoff war. Die Mycelien erreichten auf 
ihm die Dichte 1. 

In der Ausnutzung der Stickstoffquellen (Abb.6 rechts) unterschieden 
sich die Pilze noch starker als in der Verwertung der Kohlenstoffquellen. 
Gutes Mycelwachstum ergaben in absteigender Reihenfolge bei Polyst. 
vers. Ammoniumchlorid, Ammoniumnitrat, Ammoniumtartrat, Aspara- 
gin, Glykokoll, Alanin, Asparaginséure und Arginin; bei Polyp. ann. 
Glutaminsiure, Asparaginsiure, Ammoniumtartrat, Asparagin, Alanin 
und Kaliumnitrat; bei Plewr. ostr. Asparaginsiure, Glutaminsdure, 
Glykokoll und Alanin und bei Psall. bisp. Harnstoff, Arginin, Asparagin, 
Asparaginsdure, Ammoniumtartrat und Alanin. 

Fruchtk6érper bildete wieder nur Polyst. vers. (Abb.7). Die Frucht- 
kérperbildung erfolgte nach 10—20 Tagen auf Ammoniumehlorid, 
Ammoniumtartrat, Harnstoff, Asparagin, Glykokoll, Methionin und 
Asparaginsaure; nach 21—25 Tagen auf Alanin, Valin, Leucin, Iso- 
leucin, Glutaminsaéure und Arginin und nach 30—40 Tagen auf Kalium- 
nitrat, Phenylalanin und Cystein. Die Hymeniumbildung unterblieb auf 
Kaliumnitrat, Phenylalanin und Cystein. Sie erfolgte nach 25—30 Tagen 
auf Ammoniumchlorid, Ammoniumtartrat, Harnstoff, Glykokoll, Aspa- 
ragin, Asparaginsiure und Glutaminsiure, nach 30—40 Tagen auf 
Alanin, Valin, Methionin und zwischen 40 und 50 Tagen auf Leucin und 
Isoleucin, Der Fruchtkorperdurchmesser erreichte in den meisten Fallen 
25 bis maximal (auf Glutaminsiiure) 32 mm. Ausgesprochen kleine 
Fruchtkérper wurden auf Kaliumnitrat, Phenylalanin, Cystein und 
Arginin gebildet. Auf Leucin und Isoleucin entstanden nur ganz diinne 
abnorme Fruchtkérper. 


II. Analytische Arbeitsweise 


Mit den angewandten synthetischen Nahrbéden gelang es lediglich, die eine 
Polyporacee (Polyst. vers.) zur Fruktifikation zu bringen. Es wurde deshalb nun 
versucht, auf analytischem Wege Aufklirung tiber die Bedingungen der Frucht- 
kérperbildung bei den beiden Agaricaceen zu erhalten. Dazu wurden fiir beide 
Pilze verschiedene Wege eingeschlagen. Bei Plewr. ostr. wurden zuniachst die ver- 
schiedenen Eigenschaften des Brotnihrbodens untersucht und dann mit definierten 
Nahrbéden nachgeahmt. Bei Psall. bisp. wurde der in der Praxis iibliche Pferde- 
mist als Kultursubstrat benutzt. 


~ 
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a) Pleurotus ostreatus 


5. Untersuchung des Brotnahrbodens 


Der Brotnahrboden hat einen wesentlich geringeren Wassergehalt als Malzagar. 
Er betragt bei einer Einwaage von 15 g Brot und 35 g Wasser je Kolben 70°/). 
Dagegen enthalt Malzagar 93,5°/) Wasser. — Durch den andersartigen Sterilisations- 
vorgang, namlich die Trockensterilisation bei 120° C, konnten empfindliche Nahr- 
stoffe besser erhalten bleiben, als beim Autoklavieren. — Die wesentlich groBere 
Oberfldche des pordsen Brotes kénnte die Fruchtkorperbildung fordern. SchlieBlich 
weichen Ndhrstoffgehalt und Ndhrstoffzusammensetzung erheblich von denen des 
Malzagars ab. Ein Kulturkolben mit 50 cm? Biomalzagar enthalt 0,62 g Kohlen- 
stoff und 16,8 mg Stickstoff, ein solcher mit 15 g¢ Brot dagegen 5,7 g Kohlenstoff 
und 228 mg Stickstoff. Wihrend der Malzextrakt als Kohlenhydrate hauptsachlich 
Maltose, Glucose und Fructose enthalt, besteht Brot iiberwiegend aus Starke und 
Cellulose. Diese vier Faktoren wurden nun in einzelnen Versuchen untersucht. 


Wassergehalt: In die Kolben wurden 15g Brot eingewogen nnd folgende 
Mengen destilliertes Wasser zugesetzt: 


em? Wasser 


Wassergehalt in Prozent 


Wiahrend das Mycel umso schneller wuchs, je feuchter der Nahrboden 
war, zeigte die Fruchtkoérperbildung ein Optimum (Abb.8). Sie erfolgte 
bei 70°/) Wassergehalt bereits nach 44, bei 95°/) dagegen erst nach 
65 Tagen. Die Differenz 
lieB sich __statistisch 5 ae eat Wyzeldurchmesser SSC 
sichern: héherer Wasser- 
gehalt, etwa wie auf Malz-. 
agar, hatte vermutlich 20 
die Fruchtkérperbildung 
noch weiter hinausge- 
zogert. Jedoch lieBen sich or 
solche Experimente wegen 


9 


der groBen Flissigkeits- — 
4 5 0 

mengen mit Brot nicht 60 70 Rt 50 0 

durchfiihren. Abb. 8. Myceldurchmesset und Beginn der Frucht- 


jisati «6 i treatus bei verschiedenem 
sationsvorgang. Brot- kérperbildung von Pleurotus ostre 
ae hie Wassergehalt des Nihrbodens 


wiirfel wurden je 1 Std bei 
122°, 142°, 162°, 182° und 
202° C sterilisiert. Mit steigen 
182° war es dunkelbraun, bei 202° schwarz. Die Kinwaage betr 


es wurden 50 em® Wasser (= 779/) zugesetzt. 

Wie zu erwarten war, wurde das Mycelwachstum auf dem starker 
gerosteten Brot verlangsamt (Durchmesser der Kolonie nach 9 Tagen 
bei 122° 45 mm, bei 182° 9 mm). Die Fruchtkérperbildung wurde eben- 


falls verzogert, aber selbst auf dem bei 202° gerosteten verkohlten Brot 
28 


der Temperatur wurde das Brot immer dunkler, bei 
ug wieder 15 g, und 
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wurden noch Fruchtkérper gebildet (bei 122° geréstet nach 50 Tagen, 
bei 202° nach 78 Tagen); diese waren allerdings verkriippelt und wurden 
bald von Mycel iiberwachsen. Die Differenzen im Mycelwachstum und 
in der Fruchtkérperbildung lieBen sich statistisch schwach sichern. Die 
Moglichkeit, daB die Fruchtkorperbildung auf Malzagar deshalb unter- | 
blieb, weil das Autoklavieren empfindliche Stoffe zerstorte, scheidet 
also aus. 

Porositit. Um die Porositat des Nahrbodens zu zerstéren, wurde das” 
Brot nach Wasserzusatz autoklaviert. Dabei verkleben die Poren, und 
das Substrat wird zu einem steifen Brei. Doch auch darauf wurden 
Fruchtkorper gebildet, allerdings um 10 Tage verzégert und nicht so. 
lippig. 

6. Nachahmung des Brotnahrbodens 

Cellulose. Dem synthetischen Agar-Grundnahrboden wurden 3,5°/ 5 
pulverisierte Cellulose als C- Quelle zugesetzt. Auf diesem Substrat wurde 
bei Plewr. ostr. zam ersten Male auf einem synthetischen Nahrboden_ 


Tabelle 2. Pleur. ostr. Mycelwachstum und Fruchtkérperbildung auf synthetischem 
Néhrboden I mit verschiedenem Stirke-, Cellulose-, Pepton- und Wassergehalt 


I Thenyeds fe ehett IV 
Starke 3,25 g 650g | 13,0 g 26,0 g 
Cellulose 0,05 g 0,10 g | 0,20 g 0,40 g 
Pepton 0,35 g 070g 140g 2,80 g 
Wasser 91°/, 83°/, Loy 55%, 
Mycel @ nach 7 Tagen, mm 19 + 2,7 33 + 5,1 | 12+ 0,4 16 + 2,4 
Mycel @ nach i4Tagen,mm | 39+ 5,1 51+ 7,9 | 27+ 2,1 30 + 2,0 
Beginn der Fk.-Bildung 109 + 0 109+3 | — -— 
Anzahl der Kulturen m. Fk. 3 2 | a= — 
Grad a aie ee ie 9 ott | =< = 


Fruchtkérperbildung erreicht. Sie begann nach 46 Tagen; wenn aufer- 
dem Glucose (19/5) zugesetzt wurde, schon nach 32 Tagen. Die Frucht-— 
kérper waren allerdings sehr klein und wurden auch nicht in allen 
Parallelkulturen gebildet. Trotzdem ergab sich hier ein Ansatzpunkt fiir 
weitere Versuche. Da Brot nicht Glucose, sondern Starke als Haupt- 
kohlenstoffquelle enthalt, wurden Stirke und Cellulose in dem im Brot 
vorhandenen Verhaltnis kombiniert. 

Starke und Cellulose. Der Naihrboden enthielt Starke, Cellulose und 
Pepton im gleichen Verhaltnis, aber insgesamt verschiedener Menge | 
(s. Tab.2), und je 35 em® Grundnahrlésung ohne Kohlen- und Stickstoff- 
quelle; der Wassergehalt war also in den 4 Reihen verschieden groB. 

Das Mycelwachstum war in Reihe IT am besten und nahm nach beiden 
Seiten ab. Fruchtkérper entstanden nur in Reihe I und II, und zwar 
wesentlich spater als in dem vorhergehenden Versuch. Sie waren jedoch 
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_ bedeutend zahlreicher und besser ausgebildet. Sie entstanden aber nicht 
in allen Parallelkulturen. 


Weitere Ndhrstoffkombinationen. Zur weiteren Klarung wurden in vier 
verschiedenen Reihen (Tab.3) unter Konstanthaltung der wbrigen Fak- 


toren getrennt variiert: 


a) der Peptongehalt zwischen 0,12 und 1,80 g Pepton je Kolben, das entspricht 


0,039—0,579/, Stickstoff; 


b) der Cellulosegehalt zwischen 0,0 
c) der Wassergehalt zwischen 15 und 100 g je 


15 und 0,26 g Cellulose je Kolben; 
Kolben, entsprechend 71—96°/,; 


d) die Naihrstoffmenge entsprechend zwischen 2,5 und 30 g Brot. 


Tabelle 3. Plewrotus ostreatus. Mycelwachstum und Fruchtkérperbildung 


auf synthetischen Nahrbdden. 


re TT 


Mycel g nach 7Tg.,mm | 29+ 3,4) 36+ 5,1 | 24+ 5,0) 264 3,1 /) 941,9 
Mycel @ nach 14 Tg., mm 80 + 3,6| 77+ 5,9 | 60+ 8,9 | 54+ 5,3 | 19+ 1,8 
Fk.bild. Beg. (Tage) 146 (240, otB0.de OenaS ded hae 
Anzahl d. frukt. Kult. 1 2 2 3 | — 
Grad “+ =n — pie svat 
Etiolement hein cs 1,0 4,5 15 — 
en ee a Eile EU Shae. 
Cellulose (b) 0,015 g 0,030 ¢ 0,060 g 0,130g¢ | 0,260¢ 
Mycel @ nach 77Tg.,mm | 36+ 9,0) 31£1,4) 24+ 5,0| 29+ 4,8) 24+ 33) 
Mycel @ nach 14Tg.,mm 81 = 2.0| 75+ 2,7| 60 + 8,9| 64+ 5,6 | 51 +6,5 
Fk.bild. Beg. (Tage) DFE IG 150-0 (153-17 |123 4+ 25 
Anzahl d. frukt. Kult. — 1 2 3 ears 
Grad see sean ae sear | Se 
Etiolement — 35) 4,5 1,0 | 2,5 
Wasser (c) | 152 302 452 60¢ | 100¢ 

| | | 
Mycel @ nach 7 Tg.,mm 39 + 3,2) 40+ 3,8 94+.5,0| 36+ 3,1 29 + 7,4 
Mycel @ nach 14 Tg., mm 94 + 3,0.) 82+ 7,1 60 + 8,9 | 77+ 3,5 50 + 7,5 
Fk.bild. Beg. (Tage) | — 151 150+ 0 /126 1142 — 30 
Anzahl d. frukt. Kult. | — 1 2 = | 2 
Grad a Sele als Sa Ae | non 
Etiolement — 1,0 4,5 1,0 4.5 
Nihrstoffmenge (d) 1/4 1/2 1 2 3 

| = +4 3,5| 47+ 1,6 
Mycel @ nach 7 Tg., mm 63+ 1,5| 36+ 2,1 24 + 5,0) 42 + 3,5 | se, 
Myecl @ noch 14'Tg.,mm [123-4 1,2| B64 4,7) 60-£ 6.9 g4 143/73 0.0 
Fk.bild. Beg. (Tage) 37 + 22 area LOU se 0 ' — 1115 
Anzahl d. frukt. Kult. 3 2 2; = 1 7 
Grad ++ ses is cers a 
Etiolement — 2,0 4.5 = 5,0 
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In Gruppe a) wurde das Mycelwachstum durch die hohen Stickstoff- 
konzentrationen stark gehemmt und die Fruchtkérperbildung unter- 
bunden. Die Toleranz war allerdings wesentlich gréBer als bei Poly- 
stictus versicolor. 

Aus Gruppe b) geht hervor, daB die Cellulose zur Fruktifikation not- 
wendig ist. Diese unterblieb bei 0,015 g und weniger je Kolben. 

Dagegen hatte niedriger Wassergehalt (Gruppe c) bei den synthetischen — 
Nahrbéden nicht wie bei Brot einen beschleunigenden Einflu8 auf die 
Fruchtkérperbildung. Sie blieb sogar schon bei 71°/) ganz aus, weil der 
Nahrboden bereits nach 110 Tagen eingetrocknet war. 

Geringe Nahrstoffmenge beschleunigte dafiir die Fruchtkérper- 
bildung stark (Gruppe d). Nach 6 Monaten waren in den Kulturen, die 
8,4 g Starke enthielten, titberhaupt noch keine, in denen mit 12,6 g ein 
Fruchtkérper entwickelt. 

Es gelang also doch noch, Pleur. ostr. auf einem synthetischen Nahr- 
boden mit Salzen, Aneurin, Cellulose und Pepton zur Fruktifikation zu 
bringen. Durch Starkezusatz wurde die Fruchtkérperbildung weiter 
verbessert. Es geniigten dann sehr geringe Cellulosemengen. Unbe- 
friedigend blieb die starke zeitliche und vor allem quantitative Streuung 
der Fruchtkérperbildung, die auf Brot nicht eintrat. 

Der einzige zwischen den Parallelkolben mégliche und fiir die Streuung vielleicht 
verantwortliche Unterschied, namlich eine verschiedene Stopfendichte, lieB sich 
als unbedeutend ausschliefen. Es zeigte sich, da der Wasserverlust von Enghals- 
Erlenmeyerkolben mit Agar, die mit Zellstoff- oder Wattestopfen verschiedener 
Dichte verschlossen waren oder sogar ganz offen standen, fast gleich war. Daraus 
folet, daB die Unterschiede bei der Diffusion gréBerer Molekiile als Wasser, die bei 


der Fruchtkérperbildung eine Rolle spielen, wie Kohlendioxyd (PLUNKETT 1950) 
oder organische Gase (MapErR 1943, SrotiEeR 1952) noch geringer sein miissen. 


b) Psalliota bispora 
7. Nicht sterile Mistnihrbéden 

Der Pferdemist wurde bereits fertig fermentiert von einem Cham- 
pignonziichter! zur Verfiigung gestellt. 

Mist in Glasern. Je 200 g Pferdemist (py 7,5, Wassergehalt ca. 60°/,) 
wurden in 500 cm Standzylinder (etwa 6 x 16 cm) gepreBt, mit bakterien- 
freiem Reinkulturimpfmaterial (Anzucht auf Weizenkérnern) beimpft 
und mit einer Zellstoffhaube verschlossen. Der Mist war nach 23 Tagen? 
vom Mycel durchwachsen und wurde nun mit LoBlehm (pu 7,0) etwa 2 em 
dick bedeckt. Die Kulturen wurden alle 14 Tage mit 20 cm® sterilisiertem 
Leitungswasser begossen. 50 Tage nach der Beimpfung zeigten sich die 
ersten Anlagen, und nach 60 Tagen hatten sich die ersten Fruchtkérper 


* Herrn Wenn, Gottingen, Hainholzweg. 


* Da der Mist nicht in einheitlicher Qualitit zu bekommen war, schwankten 
die Zahlen bei Wiederholungen stark. 
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entfaltet. Anlagen bildeten sich in allen Kulturen, sie entwickelten sich 
jedoch nicht immer zu reifen Fruchtk6rpern; in jedem Glase wurde 
meist nur 1 Fruchtkérper gebildet. Die fiir die Fruktifikation not- 
wendigen, in der Praxis verwirklichten Bedingungen (Luftfeuchtigkeits- 
gefille nach Zycua 1939, geringer Kohlendioxydgehalt der Luft nach 
Lambert 1934) lassen sich natiirlich in so kleinen KulturgefaBen wesent- 
lich schlechter einhalten als in grofen Kulturraumen. 

Es gelang also erst unter den der praktischen Champignonkultur 
schon sehr ahnlichen Bedingungen auf gréBeren Mengen nicht sterilen 
Néhrsubstrats komplizierter chemischer Zusammensetzung den Cham- 
pignon zur Fruktifikation zu bringen. Es wurde nun versucht, die dafiir 
verantwortlichen Faktoren weiter einzugrenzen. 


Tabelle 4. Psalliota bispora. Anzahl Tage bis zur Fruchtkérperbildung 
(Anlage und fertige Fruchtkérper) auf verschiedenen M istmengen 


Glaszylinder Erlenmeyerkolben 
50g | 100 g | 200 g 25 g | 50g | 100g | 200¢g 
Anl.(Tg.)| 5644 | 5644 | 5244 |Anl.(Tg.)| 80 80 80 | 50 
Fk.(Tg.) | — = 6044 |Fk.(Tg.) | — |— nl 


Durchliiftung. Die Standzylinder wurden auBer mit Zellstoff noch mit 
Olpapier tiberbunden. Fruchtkérperbildung unterblieb hier vollstindig. 
Die Durchliiftung spielt also eine groBe Rolle. 

Mistmenge. Die Mistmenge (nicht sterilisiert) wurde zwischen 25 und 
200 g je KulturgefiB variiert. AuBerdem wurde der Versuch aufer in 
Standzylindern auch noch in Erlenmeyerkolben durchgefihrt. Auch in 
Kolben wurden Fruchtkérper angelegt, sie entwickelten sich jedoch 
nicht bis zur Reife. In Mistmengen unterhalb von 200 g traten keine voll 
ausgebildeten Fruchtkorper auf (Tab. 4). 


8. Sterile Nahrboden 


Mist und Léplehm. Zunachst wurde der Mist -— also noch ohne L6B- 
lehm — im Autoklaven sterilisiert (1 Std bei 120° C) und beimpft. Das 
Mycel wuchs in dem sterilisierten Mist langsamer, und zwar etwa zwei 
Drittel so schnell wie auf frischem Mist. Nach Bedeckung mit einer 
zentimeterdicken LoBlehmschicht erfolgte trotz der langsameren Ent- 
wicklung jedoch normale Fruchtkérperbildung ohne Verzégerung 
(Abb. 9). Dann wurde auch der LéBlehm auf verschiedene Weise sterili- 
siert. Einzeldaten enthalt Tab.5. 

Der Champignon fruktifizierte also auch, wenn sowohl der Mist als 
auch der LéBlehm sterilisiert wurde (Abb.9). Grofe Néhrstofjmenge 
und Tiitigkeit lebender Mikroorganismen scheiden damit als fiir die 
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Tabelle 5. Hinflup der Behandlung des den Pferdemist bedeckenden Lehms auf die 
Fruchtkérperbildung des Champignons 


Lehm | Anl. (Tg.) | Fk. (Tg.) 
nicht steril,. :ie onset ee | 75 + 4 83 + 4 
autoklaviert . , | 83 + 7 | au +7 
aqofeldsae fjraabitiieen G yd Go 5 o fb | 85+ 7 105 + 7 
trocken sterilisiert -+ steril filtr. Extr. . . 75+ 7 83 + 7 


Fruchtkérperbildung entscheidende Faktoren aus. Diese diirfte allein durch 
die chemische oder physikalische Struktur des Mist-Lehm-Nahrbodens 
ausgelést werden. 

Andere Nédhrbéden. Zunichst wurde der Lehm durch andere Stoffe 
ersetzt. Bei Verwendung von Sand, Kies, Kalk, mit Wasser oder Lehm- 
extrakt getrankten Filtrierpapier-Scheiben trat jedoch keine Frucht- 
kérperbildung ein. Aber auch der Mist wurde durch andere sterile Nahr- 
béden mit Agar ersetzt (Alanin-Glucose-Agar, Asparaginagar, Malzagar, 


& 


pe ine 


Se 


Abb. 9. Fruchtkérper von Psalliota bispora auf Pferdemist mit Lehmiiberschichtung in mit Zell- 

stoffhauben verschlossenen Gliisern (Hauben bei drei Gliisern zum Photographieren entfernt). 

1 Mist und Lehm nicht sterilisiert, 2 steriler Mist und nicht steriler Lehm, 3 steriler Mist und 
steriler Lehm 


Mistagar) und dabei der sterile Lehm als Deckschicht beibehalten. Hier- 
bei wurden lediglich auf dem Mistagar (nach 63 Tagen) bis getreidekorn- 
groBe Fruchtkérperanlagen gebildet, die sich nicht weiter entwickelten. 

Die letzteren Versuche fiihren zu der Annahme, da8 zur Bildung der 
Fruchtkérperanlagen wasserlésliche Stoffe (Extrakt !) aus dem Mist not- 
wendig sind und auch geniigen, und lassen weiter vermuten, da der Lehm 
zumindest nicht ausschlieBlich durch seine physikalische Struktur wirkt. 


D. Diskussion 
Die vorstehenden Untersuchungen zeigen eindringlich die erobe 
physiologische Verschiedenheit der hoheren Basidiomyceten. Wenn man 
dem Champignon von vornherein als Spezialisten eine Sonderstellung 
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zugesteht, so verhalten sich doch auch die Angehérigen der engeren 
Gruppe der holzzersetzenden Basidiomyceten unter sich sehr unter- 
schiedlich. Das ist ja auch aus der Literatur z. B. hinsichtlich der Ab- 
hangigkeit des Mycelwachstums von Temperatur und Wasserstoff- 
konzentration bekannt (Lizty u. Barner 1951, WoLF u. WotrF 1947). 

Das Licht wirkte in unseren eigenen Versuchen ebenfalls auf das 
Mycelwachstum der untersuchten Arten verschieden. Wahrend das 
Mycel der drei Holzzersetzer von gedampftem Tageslicht nicht beein- 
flu8t wurde, wurde das Psalliota-Mycel bereits durch 4000 Lux merklich 
gehemmt. Grofer war der Einflu® des Lichtes auf die Fruchtkorper- 
bildung. Pleurotus fruktifizierte im Dunkel iiberhaupt nicht (zur Aus- 
bildung normaler Fruchtkorper prauchte er sogar die relativ sehr hohe 
Lichtintensitat von 4000—8000 Lux), wahrend Psalliota bispora auch 
im Dunkeln véllig normale Fruchtkérper bildete und Polystictus verst- 
color es im Dunkeln wiederum nur zur Anlage bleicher Gebilde (Scle- 
rotien) brachte. Fir dieses unterschiedliche Verhalten gibt es nicht 
wenige Parallelbeispicle in der Literatur. So sind als Basidiomyceten, 
die im Dunkeln fruktifizieren, Polyporus farlowii, Trametes serialis und 
Polyporus cinnabarinus bekannt (nach Lone u. Harscu 1918); auch 
von Psalliota bispora wei man Gleiches (Wor u. Wot 1947, HLAWKER 
1950). Fruktifikation nur im Licht kennen wir von Collybia velutipes 
(AscHan 1954, PLUNKETT 1953), Coprinus lagopus (VoDERBERG 1950) 
und Schizophyllum commune (WAKEFIELD 1908). 

Die Fruchtkérperbildung unseres Polystictus versicolor erfolgte um so 
schneller und besser, je alter das Impfmaterial war; demgegentiber gibt 
FatcK (1913) von anderen Arten holzzerstérender Pilze an, da® er eine 
Forderung der Fruchtkérperbildung bei haufigem Uberimpfen der 
Stammkulturen beobachtet habe. 

Die Nahrstoffmenge hatte auf das Mycelwachstum, abgesehen von 
einer Beschleunigung auf sehr diinnen Schichten, keinen EinfluB. Die 
Fruchtkorperbildung wurde dagegen durch geringe Nahrbodenmengen 
beschleunigt. 


Ob das auf Erschépfung des Nahrbodens beruht (KUEBS 1900), oder darauf, 
da® sich in den Kolben mit geringer Nahrbodenmenge und also auch geringerer 
Fliissigkeitsmenge friiher eine optimale Luftfeuchtigkeit einstellt oder von vorn- 
herein nicht soviele hemmende Stoffwechselprodukte gebildet werden, die sonst 
erst wieder herausdiffundieren mussen, ist durch unsere Versuche nicht ent- 


schieden. 
Das Konzentrationsoptimum fiir das Mycelwachstum, und bei Poly- 
stictus versicolor auch fir die Fruchtkérperbildung, lag bei 5°/, Biomalz. 
Wihrend das Mycel der vier Arten auf verschiedene Stickstoff- 
konzentrationen kaum ansprach, machten sich bei der Fruchtkorper- 
bildung groBere Unterschiede bemerkbar. Hohere N-Gaben hemmten. 
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Pleurotus fruktifizierte bei 0,3°/) Stickstoff (als Pepton) noch gut, 
dagegen wurde die Fruchtkérperbildung von Polystictus versicolor bereits 
durch 0,083°/, Stickstoff (als Alanin) véllig unterbunden. 

Vergleicht man die Verwertung der Kohlenstoffquellen fiir das Mycel- 
wachstum, so fallt das verschiedene Verhalten der Pilze besonders auf. 
Nur zwei Verbindungen wurden von allen vieren gleich gut ausgenutzt, 
Starke und Glucose. Die drei Holzzersetzer konnten auBerdem Maltose 
gut verwerten. Unter den Alkoholen wurden von Psalliota bispora und 
Polystictus versicolor Glycerin, von Plewrotus ostreatus Mannit gut 
genutzt. — Allgemein rangierten die Di- und Polysaccharide vor den 
Monosacchariden. Spekulationen beziiglich einer leichteren Phosphoryli- 
sierbarkeit (HawKER 1954) diirften kaum erforderlich sein, da sich 
schon im osmotischen Wert eine einfache Deutung ergibt; er betragt 
fiir eine fiinfprozentige Glucoselésung 6,2 At, fiir eine Saccharose- 
lésung gleicher Kohlenstoffkonzentration die Halfte, fiir Starke nur 
noch etwa 0,0031 At und ist fiir Cellulose 0. 

Ebenso verschieden wie die Kohlenstoffquellen wurden auch die 
Stickstoffverbindungen ausgenutzt. Gut geeignet fiir alle vier Pilze 
waren Glutaminsaiure, Asparaginsiiure, Asparagin, Alanin und Am- 
moniumtartrat; fiir Psalliota bispora und Polystictus versicolor auBerdem 
Arginin. Gut ausgenutzt werden also Molekiile mit unverzweigten 
Kohlenstoffketten, und zwar die lingeren (Glutaminsiure und Aspara- 
ginsiure) besser als die ganz kurzen (Glykokoll und Alanin). Schlecht 
ausgenutzt werden Molekiile mit verzweigten Kohlenstoffketten und 
Substituenten wie der Thiol- und Phenylgruppe. Eine Sonderstellung 
nahm das Arginin ein. Die Tatsache,daB einfache Aminosaurenam besten 
ausgenutzt werden, bildet eine Stiitze fiir die Vermutung, daB diese 
lediglich als Stickstoffquelle dienen und zunichst erst wieder zu ein- 
fachen Verbindungen abgebaut werden. Zum gleichen Schlu8 sind auch 
schon JENNISON, Newcoms u. HEenpErRson (1955) sowie NoRKRANS 
(1953) gekommen. 

So gro8 der Einflu8 der verschiedenen Kohlenstoff- und Stickstoff- 
verbindungen auf das Mycelwachstum war, so gering war er auf die 
Fruchtkérperbildung. Diese erfolgte bei Polystictus versicolor bereits 
mit anorganischen Stickstoffverbindungen und zahlreichen Kohlen- 
stoffquellen und konnte bei Polyporus annosus und Psalliota bispora 
auch nicht durch eine spezielle Kohlenstoffquelle oder Aminosiure aus- 
gelést werden. Dagegen brauchte Pleuwrotus ostreatus als Kohlenstoff- 
quelle Cellulose, und die Versuche mit Psalliota bispora deuten auf 
noch kompliziertere Stoffe hin. Ob sich das als Stickstoffquelle benutzte 
Pepton durch einzelne Stickstoffverbindungen ersetzen laiBt, wurde 
wegen der stark streuenden Ergebnisse nicht weiter untersucht. Jedenfalls 
zeigte der Versuch 6 (N achahmung des Brotnahrbodens), daB fiir die gute 


~wes- 
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Fruktifikation von Pleurotus ostreatus auf Brot nicht die physikalische 
Struktur des Brotnaihrbodens, sondern seine chemische Zusammensetzung 
verantwortlich ist. Bei Psalliota bispora wurde Fruchtk6rperbildung nur 
auf Mistnahrbéden mit LéBlehmbedeckung beobachtet, und zwar auch, 
wenn diese véllig steril waren, worauf bei den in der Literatur beschrie- 
benen Kulturversuchen mit Mist nie Wert gelegt wurde. Damit scheidet 
die in der Einleitung diskutierte Méglichkeit einer Kinwirkung lebender 
Bakterien aus. 

Der Gedanke, daB ein bestimmter Stoff fiir die Fruchtkorperbildung 
aller Basidiomyceten verantwortlich sein kénnte, wird durch die vor- 
stehenden Untersuchungen sehr unwahrscheinlich. Die Fruktifikation 
der Basidiomyceten wird durch so viele Faktoren beeinfluBt, daB der 
synthetischen Untersuchungsweise eine analytische, wie sie schlieBlich 
bei Pleurotus ostreatus und Psalliota bispora angewendet wurde, im all- 
gemeinen vorzuziehen ist. 


Zusammenfassung 

Bei den vier Hymenomyceten Polystictus versicolor, Polyporus annosus, 
Pleurotus ostreatus und Psalliota bispora wurde der Einflu8 von Tem- 
peratur, Wasserstoffionenkonzentration, Impfkulturalter, Nahrstoff- 
konzentration, Licht, verschiedener Kohlenstoff- sowie Stickstoff- 
quellen und komplexer Nahrbéden auf Mycelwachstum und Frucht- 
kérperbildung untersucht. Wo die synthetische Arbeitsweise nicht zum 
Ziele fiihrte, wurde von gut geeigneten komplexen Nahrbéden aus- 
gegangen (bei Pleurotus von Brot und bei Psalliota von Mist) und z.'T. 
versucht, diese durch Kombination chemisch definierter Stoffe nach- 
zuahmen. Von den Ergebnissen seien folgende hervorgehoben. 

1. Polystictus versicolor fruktifiziert auf einem synthetischen Nahr- 
boden mit Glucose, Alanin, Salzen und Aneurin nach 21 Tagen. Als 
Kohlenstoffquellen sind auBerdem geeignet Fructose und Glycerin, als 
Stickstoffquellen Ammoniumehlorid, Ammoniumtartrat, Arginin, Aspa- 
ragin, Glykokoll, Glutaminsaure und Asparaginsaure. 

Wahrend abnorme Fruchtkérper bereits in vélliger Dunkelheit ge- 
pildet wurden, ist zur Entwicklung normaler #ruchtkérper Licht 
(mindestens 1000 Lux 8 Std taglich) erforderlich. 

2. Polyporus annosus fruktifizierte unter keiner der angewandten 
Kulturbedingungen. 

3. Pleurotus ostreatus fruktifizierte auf einem synthetischen Nahrboden 
mit Cellulose, Pepton, Salzen und Aneurin nach 40—150 Tagen. Zur 
Ausbildung der Fruchtkorper ist unbedingt Licht erforderlich, zur 
Ausbildung vollig normaler sogar starkes (14 Std taglich 4—8000 Lux). 

4. Psalliota bispora fruktifizierte in Reinkultur auf autoklaviertem 
Pferdemist und auf sterilem LoBlehm iiber sterilem Pferdemist. 
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Fruchtkérperanlagen wurden auch auf mit L6Blehm bedecktem Mistagar 
erhalten. Es gelang nicht, den Pilz auf synthetischen Nahrbéden zur Fruk- 
tifikation zu bringen. Das Mycelwachstum von Psalliota bispora wurde 
durch Licht gehemmt. 


Fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir ihre stete Férderung danke ich Herrn 
Prof. Harper herzlich. 
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Nucleinsiiure- und Phosphat-Haushalt von Phycomyces 
blakesleeanus Beff.* 


Von 
EHRENFRIED PETRAS 


(Eingegangen am 10. Mai 1958) 


Rirrer (1955) beobachtete, da (+)- und (--)-Stamme von Absidia 
glauca und Mucor adventitius sich deutlich in der Intensitét der Phos- 
phataufnahme voneinander unterschieden. In der vorliegenden Arbeit 
sollte festgestellt werden, ob entsprechende Verhaltnisse auch bei Phyco- 
myces blakesleeanus Bgff. vorliegen und — wenn ja — wodurch sie 
bedingt sind. Dabei erschien es keineswegs ausgeschlossen, dafi die quan- 
titative Verteilung phosphathaltiger Substanzen fiir das sexuelle Ver- 
halten niederer Pilze wesentliche Bedeutung haben konnte, insbesondere, 
nachdem CHopaT u. TuRIAN (1955) sowie TURIAN (1955) beobachtet 
hatten, daB die weiblichen Gametangien von Allomyces javanicus 1m. 
Gegensatz zu den mannlichen phosphatidhaltige Granula und die freien 
Gameten RNS-haltige Kernkappen besitzen, die bei den weiblichen 
gréBer und starker basophil sind als bei den mannlichen. 


Methodik 

Als Testorganismus diente Phycomyces blakesleeanus Bgff., Institutsstamm 4261 
(+) und 4262 (—). 

Nahrmedium war eine im Verhialtnis 1: { mit Leitungswasser verdiinnte Wirze- 
Lésung mit Zusatz von 0,5°/, Pepton ,.Brunnengraber** (px 6,9). Die Kultur er- 
folgte in 1 Liter-Erlenmeyerkolben, die jeweils 200 ml Nahrlésung enthielten, bei 
26° C. Beimpft wurde mit annahernd gleichmafig grofen Mycelstiicken aus Vor- 
kulturen. 

Das aus der Nahrlésung durch Abfiltrieren geerntete Pilzmycel wurde gewaschen, 
im Trockenschrank bei 70° C getrocknet, gewogen und im Morser zerkleinert. 

Gesamt-P- und Nucleinsiure- Bestimmung (letztere an Hand des Pentosegehalts) 
erfolgte wie bereits friiher (PeTRAs 1958) beschrieben. 

Die Phosphat-Analyse wurde — in Anlehnung an die Angaben von STICH (1953), 
ScHLEGEL (1954) und MEISSNER (1957) —= folgendermaBen durchgefiihrt: Je etwa 
50 mg Trockenmycel wurden im Eisbad 1 Std mit 10 ml und anschliefend 1/, Std 
mit 5 ml 5°/jiger Trichloressigsaure extrahiert. 10 ml der abzentrifugierten Lésung 
wurden nach Zusatz von 8 ml Wasser und 2 ml konz. HCl 7 min gekocht. Darauf 
erfolgte Orthophosphat- Bestimmung nach FiIsKE wu. SUBBAROW (1925) im 
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Phosphat-Haushalt von Mikroorganismen* der Mathematisch-Naturwissenschatt- 
lichen Fakultat der Universitat Gottingen (1957). 


434 E. Perras: 


Rohextrakt und im HCl-Hydrolysat. Die Differenz zwischen Orthophosphat des HCl- 
Hydrolysats und Orthophosphat des Rohextraktes wurde als ,,extrahiertes energie- 
reiches Phosphat‘‘ bezeichnet. 

Das extrahierte Mycel wurde 7 min mit n HCI hydrolysiert und im Hydrolysat 
die Menge des freigewordenen Orthophosphats bestimmt. Diese Fraktion wurde als 
,energiereiches Phosphat des extrahierten Mycels** bezeichnet. 

Je 10 ml einer weiteren Reihe entsprechender Rohextrakte wurden unter Eis- 
kiihlung bei px 2—4 mit BaCl, versetzt. Die abzentrifugierten und gewaschenen 
Niederschlage wurden mit n HCl 7 min gekocht. Nach Ausfallung des restlichen 
Bariums (als Sulfat) wurde das entstandene Orthophosphat bestimmt. 

Der Nucleinséure-P-Gehalt wurde durch Division der gemessenen DNS- und 
RNS-Konzentrationen mit dem Quotienten 10,1 bzw. 10,6 (unter Annahme der 
Tetranucleotidstruktur) approximativ ermittelt (vgl. ScumrpT u. THANNHAUSER 
1945). 


Experimenteller Teil 

Die-Mycelien wurden in folgenden Altersstadien geerntet: 1. Kurz vor 
Beginn der Oberflachenmycelbildung (4 Tage alt); 2. kurz vor dem vél- 
ligen Zuwachsen der Substrat-Oberflache (11 Tage alt); 3. in der Phase 
starker Sporenbildung (19 Tage alt); 4. im Stadium fortschreitender 
Autolyse (33 und 50 Tage alt). 

Wie aus Tab.1 hervorgeht, unterschieden sich die beiden untersuchten 
Phycomyces-Stamme geringfiigig in ihrer Wachstumsintensitaét, wah- 
rend sie die Substrataciditat vdéllig gleichartig beeinfluBten. Deutlicher 
als in den Mycelausbeuten unterschieden sich (-+-)- und (—)-Stamm von- 
einander in ihrem Gesamt-P-Gehalt (vgl.' Tab.2). Das Mycel des (-+-)- 
Stammes enthielt etwa vom Beginn der Oberflichenmycelbildung an 
bis in die fortgeschrittene Autolysephase hinein deutlich (etwa 15 bis 
30°/5) weniger Phosphat als der (—)-Stamm. Die maximale Menge an 
Mycel-P je Kolben war allerdings bei beiden Stémmen annihernd gleich 
groB, was vielleicht auf eine voriibergehende Verarmung des Substrats 
an weiterem verwertbarem Phosphat zuriickzufiihren ist. 

Der als Bestandteil des Gesamt-P-Haushalts nun zunichst unter- 
suchte Nucleinsiéure-Haushalt zeigte keine geschlechtspezifischen Eigen- 
tiimlichkeiten. Unterschiede im anfanglichen RNS-Gehalt der beiden 
Pilzstémme ergaben sich lediglich aus der verschieden schnellen Mycel- 
entwicklung und der dadurch bedingten Verschiedenheit der erfaBten 
Wachstumsphasen (vgl. Tab.1). Auch die Gesamtmenge an RNS je 
Kolben sowie die tiiglichen Veriinderungen von Mycelgewicht und RNS- 
Konzentration stimmten bei den beiden Stimmen gut miteinander 
tiberein. Das DN S/RNS-Verhaltnis zeigte zwar starke Schwankungen, 
jedoch diirften diese groBenteils auf den bei Pilzen betrachtlichen 
Unterschied zwischen DNS- und RNS-Gehalt und die hier nicht mehr 
genaue ErfaBbarkeit der DNS-Konzentration zuriickzufithren sein; ge- 


ringe Abweichungen der Analysenwerte kénnen daher das Ergebnis 
schon betrachtlich verschieben. 
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Die Untersuchung des Mycels (11, 33 und 50 Tage alt) auf seinen Gehalt 
an saureléslichem und energiereichem Phosphat (Tab.2) zeigt, daB da- 
mit der richtige Weg eingeschlagen wurde. Der Unterschied der beiden 
Pilzstamme in bezug auf ihren Gehalt an siureléslichem energiereichem 
Phosphat, das, wie die — nicht einmal vollstandig verlaufende — Ba- 
riumfallung erwies, zum grofen Teil aus Polyphosphat besteht, ist véllig 
eindeutig. Das relativ langsame Anfangswachstum des (—)-Stammes er- 
kart sich somit durch einen hdheren Grad der Energiespeicherung. Der 
Gehalt des extrahierten Mycels an energiereichem Phosphat (haupt- 
sichlich Nucleinsiure- und Proteinphosphat) sowie an Orthophosphat 
ist demgegeniiber bei (++)- und (—)-Stamm annahernd gleich gro. 
~ Im Substrat des (--)-Stammes fand sich — bei Anwendung des Testes 
von Uticrr (1953, NaOH-Reaktion; Durchfiihrung nach BRUCKER 
1954/55) eine betrachtlich héhere Phenolkonzentration als im Substrat 
des (—)-Stammes. In entsprechender Weise reagierte das Substrat bei 
Zusatz von FeCl, unter starker rétlichbrauner Farbvertiefung (bei 
pu 7,5). ike 

Diskussion 

BLAKESLEE (1904), der als erster die Erscheinungen der physiologi- 
schen Heterothallie der Mucoraceen eingehend untersuchte, fabte diese 
zunachst als rein quantitativ auf: die Attribute (+) und (—) wurden 
von ihm den Pilzen auf Grund ihres mehr oder weniger guten Wachs- 
tums zugeteilt. Erst spater stellte er fest, dafé diese Wachstumsunter- 
schiede bei dem zur Verfiigung stehenden Pilzmaterial mit Geschlechts- 
unterschieden verbunden waren. SchlieBlich fand er bei Hybridisations- 
versuchen, da8 bei den von ihm untersuchten Staémmen der Gattungen 
Mucor, Phycomyces, Absidia und Rhizopus sexuelle Reaktionen niemals 
zwischen zwei gleichartig mit (44). oder (—) bezeichneten Staémmen ein- 
traten; er neigte zu der Ansicht, da sich in den (-)-Staémmen ein weib- 
liches und in den (—)-Stammen ein mannliches Prinzip erkennen lassen 
miisse. Kiirzlich hat PLEMPEL (1957) auch je ein spezifisches (+-)- und 
(—)-Gamon bei Mucor mucedo und Phycomyces blakesleeanus nach- 
gewiesen. ae 

Sollte ein solcher Wachstumsunterschied, wie ihn BLAKESLEE beob- 
achtete, tatsaichlich allgemein fiir die Geschlechtsverschiedenheit bei 
den Mucoraceen charakteristisch sein, so ginge aus obigen Unter- 
suchungen hervor, dab der Energiehaushalt dieser Pilzgruppe geschlechts i 
spezifische Higentiimlichkeiten aufweist. Das relativ penis Degenerieren 
und das damit verbundene Entstehen ,neutraler , d.h. nicht zygo- 
sporenbildender Stamme, das ebenfalls bereits von BLAKESLEE be- 
merkt wurde, konnte man sich in diesem Zusammenhang als durch 
einen defekten Energiehaushalt bedingt erklaren. Eine Parallele haben 


die Befunde der vorliegenden Arbeit in der Beobachtung von RitTER 
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(1955), in dessen Kulturen nur der (+)-Stamm von Mucor adventitius 
aurantiacus auf Aneurinzusatz mit deutlich verstarktem Wachstum 
reagierte und dann nach dem Ende der Wachstumsphase gegeniiber dem 
(—)-Stamm einen deutlich geringeren Gehalt an Gesamt-Phosphat auf- 
wies. Andererseits fand Rirrer bei Absidia glauca — allerdings recht 
alten Sammlungsstémmen — genau umgekehrte Verhaltnisse: héheren 
Phosphat-Gehalt und schwacheres Wachstum beim (-+)-Stamm. Hier- 
aus laBt sich ersehen, daB eine eindeutige Entscheidung tiber Bestehen 
oder Nichtbestehen von Beziehungen zwischen Phosphat-Gehalt und 
sexuellem Verhalten der Mucoraceen noch nicht méglich ist. Folgende 
Tatsachen verdienen jedoch festgehalten zu werden: 

1. Die Beobachtung Rirrers, daB (+-)- und (—)-Stamme von Mucor 
adventitius aurantiacus und Absidia glauca sich in ihrem Phosphat-Ge- 
halt deutlich voneinander unterscheiden, wurde auch bei Phycomyces 
blakesleeanus gemacht. 2. In allen Fallen zeigte der Stamm mit dem 
héheren Phosphat-Gehalt ein langsameres Wachstum. 3. Bei den unter- 
suchten Phycomyces-Stimmen stand die Héhe des Gesamt-Phosphat- 
Gehalts eindeutig in Beziehung zur Hohe des Gehalts an energiereichem 
Phosphat. 4. Die untersuchten Phycomyces-Stémme unterschieden sich 
dagegen nicht in ihrem Nucleinsiure-Haushalt; diese Feststellung steht 
in Ubereinstimmung mit mikroskopischen Befunden von MEyYER- 
PIETSCHMANN (miindliche Mitteilung), die in Feulgen-Priaparaten des 
gleichen Objekts keinerlei Geschlechtsverschiedenheit beobachten 
konnte. 

Das Untersuchungsergebnis weist somit in erster Linie auf energetische 
Probleme, Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die Feststellung 
von SCHONBORN (1955), daB die Héhe der Energieausnutzung bei Pilzen 
von der Art der Fruchtformenbildung abhangig sein kann: die von ihm 
untersuchten Staémme der Gattungen Aspergillus und Penicillium zeig- 
ten bei sexueller Fruktifikation einen erhéhten Bedarf an Energie des 
Betriebsstoffwechsels, wogegen der Grad der Energieausnutzung fiir den 
Baustoffwechsel bei sterilem Wachstum und bei bloBer Conidienbildung 
héher war. Entsprechende Verhaltnisse miissen auch bei Phycomyceten 
vorliegen, denn BurNneErr (1953) konnte nachweisen, daB diese bei gegen- 
seitiger Annaiherung von (--)- und (—)-Mycelien erhdhte Mengen Sauer- 
stoff verbrauchen. Es ist leicht vorstellbar, daB die mit groBem Energie- 
aufwand verbundenen Sexualvorgiinge vornehmlich zu Lasten des einen 
Partners gehen und da die beobachteten quantitativen Unterschiede 
in der Speicherung von energiereichem Phosphat hierdurch bedingt 
sind. Kine Parallele hierzu ist mittlerweile im Bakterienreich gefunden 
worden: FisHur (1957) konnte nachweisen, da8 bei der Rekombination 
von #, coli K-12-Mutanten die Energie — hier iiber den Citronensiure- 
Cyclus — ausschlieBlich vom F+-Partner geliefert wird. Es sei schlieBlich 
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noch betont, da8 natiirlich noch keine Beziehungen zur Bildung 
der Plempelschen Gamone nachgewiesen oder auch nur vermutet wer- 
den kénnen. Doch ist anzunehmen, da dem Energiehaushalt die primare 
Bedeutung zukommen diirfte. 


Zusammenfassung 


Ein untersuchter (—)-Stamm von Phycomyces blakesleeanus Beff. 
unterschied sich vom entsprechenden (+-)-Stamm durch einen deutlich 
hdheren Phosphat-Gehalt, der sich im wesentlichen auf eine starkere 
Speicherung von energiereichem Phosphat zuriickfiihren lieB, sowie 
durch ein schwacheres Anfangswachstum. 

Im Nucleinsiure-Haushalt der beiden Stémme fanden sich keine 
merklichen Verschiedenheiten. 

In Verbindung mit Ergebnissen fritherer Arbeiten wird auf — mog- 
licherweise sexuell bedingte — graduelle Unterschiede in der Energie- 
ausnutzung geschlossen. 


Fiir wertvolle Hinweise und praktische Unterstiitzung danke ich Herrn Prof. Dr. 
A. Rippet-BaLpEs und Frau Dr. K. Meyer-PIETSCHMANN. 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit muB dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich Neues 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden aus. 


Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklarung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizufiigen, dai er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 

Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und véllig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 

Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig in 
Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
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Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstaindnis Notwendige 
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Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 
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im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen usw. in 
dieser Zeitschrift berechtigt auch ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der An- 
nahme, da solche Namen im Sinn der Warenzeichen- und Markenschutz-Gesetz- 
gebung als frei zu betrachten waren und daher von jedermann benutzt werden 
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Astronukleonik, unter Beriicksichtigung der neuen Ergebnisse itber den Elementen- 
aufbau in den Fixsternen, neu geschrieben. Ganz allgemein wurde das Buch, soma das 
bei Erhaltung seines Charakters méglich schien, dem neuesten Stand der Forschung 
auch durch Revision samtlicher Zahlenwerte angepaBt und das (fir den Benutzer so 
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